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Capitolo 1
Introduzione
1.1 Il Pancreas
1.1.1 Anatomia del Pancreas
Il pancreas è la seconda ghiandola, per dimensione, annessa al sistema di-
gerente. Si trova in posizione retroperitoneale all’altezza della prima e della
seconda vertebra lombale, viene attraversato in orizzondale dal mesocolon
trasverso che lo divide in due parti : la prima in rapporto con la regione so-
vramesocolica e la seconda con la regione sottomesocolica.
Il pancreas può essere distinto in tre parti: la testa, inserita nella cavità duo-
denale e completamente rivestita dal peritoneo, subisce un restringimento
che prende il nome di istmo prima di arrivare alla seconda porzione che è il
corpo che si assottiglia nella parte finale a contatto con la milza e che prende
il nome di coda. Una sezione della ghiandola è riportata in figura 1.1.
Il pancreas prende rapporto anteriomente con la parete posteriore dello sto-
maco, con il mesocolon trasverso, con il colon, il duodeno e le anse intestinali,
mentre posteriormente prende rapporto con la vena cava inferiore, la vena
porta, un tratto del coledoco, l’arteria e la vena mesenterica superiore.
• Vascolarizzazione: il pancreas è irrorato dalle arterie pancreatico-
duodenali, dai rami dell’arteria lienale, dall’arteria epatica e da quella
mesenterica superiore, mentre i vasi venosi sono tutti tributari della
vena porta.
• Struttura: è una ghiandola anficrina poichè presenta una porzione
esocrina, rappresentata dagli acini pancreatici, ed una porzione endo-
crina costituita dalle isole di Langherans.
• Componente Esocrina: questa porzione è la più abbondante ed è re-
sponsabile della secrezione del succo pancreatico, composto da acqua,
enzimi proteolici, glicolitici e lipolitici che conferiscono al succo le sue
proprietà digestive. Normalmente viene prodotto circa un litro di succo
al giorno che viene riversato, tramite i dotti pancreatici, nella porzione
duodenale. Il dotto pancreatico principale o di Wirsung parte dalla coda
e sbocca nell’ampolla duodenale di Walter, mentre il dotto pancreatico
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Figura 1.1: Sezione del pancreas.
accessorio o di Santorini si trova nella testa e riversa il suo contenuto
nella papilla duodenale minore.
La struttura della componente esocrina ricorda quella delle ghiandole
salivari, in particolare la parotide, si classifica come ghiandola tubuloa-
cinosa a secrezione sierosa. Gli acini pancreatici sono formati da cellule
acinose a struttura piramidale disposte in un’unica fila e nella porzione
apicale presentano i granuli di zimogeno. Visibile in figura 1.2a.
• Componente Endocrina: è rappresentata dalle isole di Langherans
disposte in cordoni di cellule separate dal parenchima esocrino da un’e-
sile capsula connettivale. Visibile in figura 1.2b.
Le isole sono caratterizzate da tre tipi di cellule:
– Cellule A o α: rappresentano il 15-20% dell’intera popolazione di
un’isola, sono piene di granuli che possono essere evidenziati tra-
mite la colorazione argentica. Queste cellule producono glucagone,
ormone peptidico ad azione iperglicemizzante.
– Cellule B o β: sono le più numerose e rappresentano circa il 75%
della popolaione cellulare, hanno forma poliedrica, sono responsa-
bili della secrezione dell’ormone polipeptidico insulina. L’ormone
ha azione ipoglicemizzante e si contrappone al glucagone.
– Cellule D o δ: rappresentano la minor popolazione delle isole, so-
lo il 5%, secernono somatostatina, un ormone polipeptidico che
modula l’immisione in circolo di glucagone e insulina [1], [2].
1.1.2 Fisiologia del Pancreas
Il metabolismo del glucosio è strettamente regolato da tre meccanismi tra
loro collegati:
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Figura 1.2: a) struttura del pancreas esocrino in cui si possono osservare gli
acini pancreatici; b) struttura del pancreas endocrino, possiamo vedere le
isole di Langherans delimitate dalla capsula connettivale.
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1. Produzione di glucosio nel fegato.
2. Captazione ed utilizzo del glucosio da parte dei tessuti periferici, so-
prattutto il muscolo scheletrico e il tessuto adiposo.
3. Azione degli ormoni insulina e glucagone che sono rapidi e potenti
regolatori del metabolismo.
Insulina e glucagone hanno effetti regolatori opposti, durante il giorno
abbiamo livelli bassi di insulina ed alti di glucagone, questa situazione faci-
lita la gluconeogenesi e la glicogenolisi epatica, pertanto il livello di glucosio
nel plasma a digiuno è determinato soprattutto dalla produzione di glucosio
epatico.
Al contrario dopo un pasto abbiamo un aumento nel livello di insulina men-
tre si riduce quello di glucagone, l’insulina favorisce la captazione e l’utilizzo
del glucosio da parte dei tessuti.
Insulina
L’ormone polipeptidico insulina è costituito da due catene : A (21 amminoa-
cidi) e B (30 amminoacidi) legate da due ponti disolfuro. In figura 1.3 si può
vedere la struttura dell’insulina.
Figura 1.3: Struttura dell’insulina, formata da 51 aa totali divisi in due
catene A (31 aa) e B (20 aa). In rosso sono evidenziati i ponti disolfuro.
Sono le cellule β delle isole di Langherans, che esprimono il gene dell’in-
sulina, a sintetizzare, a livello del reticolo endoplasmatico ruguso, la pre-
proinsulina che sarà poi traslocata all’apparato di Golgi dove subirà il di-
staccamento del peptide-segnale in modo da ottenere la proinsulina, succes-
sivamente si stabiliscono i ponti disolfuro e si verifica il distacco del peptide
C o peptide di connessione, i vari passaggi che portano all’ottenimento di in-
sulina sono schematizzati in figura 1.4.
Insulina e peptide C vengono immagazzinati nei granuli secretori che con-
tengono insulina sottoforma di cristalli (formati da 2 atomi di zinco e 6 mole-
cole di insulina), i quali sono rilasciati in quantità equimolari in seguito alla
stimolazione fisiologica a cui segue il rilascio di insulina per esocitosi.
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Figura 1.4: Passaggi che portano all’ottenimento dell’insulina
Il glucosio rappresenta lo stimolo maggiore alla sintesi e al rilascio di in-
sulina infatti, in seguito all’aumento della glicemia, si ha la captazione del
glucosio da parte delle cellule β del pancreas che attraverso uno specifico
trasportatore, il GLUT-2, favorisce la diffusione del glucosio all’interno della
cellula.
Inoltre le cellule β esprimono un canale del K+ ATP-sensibile, il quale è for-
mato da diverse subunità tra cui SUR1 a cui si legano gli ipoglicemici orali
usati in terapia.
Il metabolismo del glucosio attraverso la glicolisi genera ATP, questo pro-
voca un aumento del rapporto ATP/ADP citoplasmatico e, di conseguenza il
canale K+sensibile all’ATP subisce un’inibizione dell’attività che porta alla
depolarizzazione della membrana e al successivo ingresso di ioni Ca++ at-
traverso i canali Ca++ voltaggio-dipendenti.
L’incremento di Ca++ intracellulare stimola la secrezione di insulina imma-
gazzinata nei granuli secretori, la modalità di rilascio dell’ormone è di tipo
pulsatile con piccoli picchi secretori ogni 10 minuti, se lo stimolo persiste
si ha anche una risposta ritardata e protratta che interessa la sintesi di
insulina. Il meccanismo di secrezione dell’ormone è visibile in figura 1.5.
Figura 1.5: Meccanismo di secrezione dell’insulina.
Una volta in circolo l’insulina si lega ai suoi recettori presenti nei tes-
suti bersaglio. Il legame dell’ormone con il suo recettore stimola l’attività
tirosinchinasica intrinseca che determina l’autofosforilazione del recettore
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e il reclutamento di molecole di segnale intracellulari come i substrati del
recettore insulinico (IRS, insulin receptor substrates) [3].
Effetti dell’insulina
L’insulina è un potente ormone anabolizzante, la sua funzione principale è
quella di aumentare il tasso di trasporto del glucosio all’interno delle cellule,
fornendo così una fonte di energia.
I principali tessuti su cui l’insulina esercita la propria azione sono il muscolo
scheletrico, il fegato e il tessuto adiposo :
• Muscolo striato: l’insulina stimola la captazione del glucosio da parte
delle cellule e il suo immagazzinamento, sottoforma di glicogeno, ed
inibisce la reazione inversa, ossia la degradazione del glicogeno.
Inoltre stimola la sintesi proteica e ne inibisce il catabolismo.
• Tessuto adiposo: l’insulina stimola il deposito degli acidi grassi liberi
poichè ne facilita l’esterificazione a trigliceridi e il loro trasferimento
all’interno delle cellule adipose, nello stesso tempo inibisce la lipolisi
dei trigliceridi immagazzinati e quindi la loro disponibilità, sottoforma
di acidi grassi liberi, da parte degli altri tessuti.
• Fegato: l’insulina sposta l’equilibrio tra glicolisi e gluconeogenesi in
sfavore di quest’ultima. Aumenta la sintesi di glicogeno, favorisce l’e-
sterificazione degli acidi grassi e ne sfavorisce la β-ossidazione, pro-
muovendo un effetto antichetogenico. Infine stimola la neosintesi di
acidi grassi.
Glucagone
Come l’insulina il gene del glucagone codifica per un precursore, il prepro-
glucagone che viene trasformato in proglucagone da cui origina il glucagone
la cui sintesi, al contrario dell’insulina, è inibita dalla presenza di elevati
livelli di glucosio.
L’azione del glucagone è opposta in quasi tutti gli aspetti a quella dell’in-
sulina, promuove la mobilizzazione del glucosio, stimola la gluconeogenesi,
favorisce il direzionamento degli acidi grassi verso la β-ossidazione [3].
Gli effetti di insulina e glucagone a livello dei tessuti bersaglio sono riportati
in figura 1.6.
1.2 Il Diabete Mellito
Non è una singola entità, ma piuttosto un gruppo di disordini metabolici
accomunati dal dato clinico dell’iperglicemia.
L’iperglicemia nel diabete è il risultato del difetto di secrezione o di attività
dell’insulina o, più frequentemente, di entrambi.
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Figura 1.6: Principali effetti di insulina e glucagone sui tessuti bersaglio
Diagnosi:
I valori di glucosio ematico sono mantenuti normalmente tra 70 e 120 mg/dl,
la diagnosi di diabete viene fatta quando si osserva un aumento del glucosio
ematico con uno dei seguenti criteri:
1. Una glicemia casuale superiore a 200mg/dl con classici segni e sintomi.
2. Una glicemia a digiuno superiore a 126 mg/dl in più di un’occasione.
3. Un anomalo test di tolleranza orale al glucosio nel quale la glicemia è
superiore a 200 mg/dl due ore dopo un carico standard di carboidrati.
Classificazione:
• Diabete di tipo 1 (DMT1) : è una patologia autoimmune caratterizzata
da un deficit assoluto di insulina poichè vengono distrutte, dal sistema
immunitario, le cellule β del pancreas. Rappresenta il 5-10% dei casi
totali ed ha un’incidenza maggiore nei pazienti sotto i 20 anni.
• Diabete di tipo 2 (DMT2) : è causato dall’associazione tra resistenza pe-
riferica all’azione dell’insulina e un’inadeguata risposta secretoria del-
le cellule β. Rappresenta il 90-95% dei casi, nonostante sia considerata
una patologia dell’adulto sta amentando in maniera allarmante anche
nei bambini e negli adolescenti a causa dello stile di vita sempre più
sedentario e all’incremento dell’obesità.
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• Diabete mellito gestazionale : è una condizione patologica caratteriz-
zata da valori della glicemia oltre la norma, si instaura durante la
gravidanza in donne che prima di essa non erano diabetiche. E’ pre-
sente in circa il 4% delle gravide negli Stati Uniti, dopo il parto, nella
maggior parte dei casi, viene recuperata la normale tolleranza glucidi-
ca, ma rimane un rischio sostanziale di sviluppare in seguito il diabete
mellito.
• Mody (Maturity onset diabetes of the young) : è una forma di diabete
mellito caratterizzato da ereditarietà autosomica dominante, insorgen-
za precoce di iperglicemia ed alterazione nella secrezione di insulina.
• Diabete inspido : è una patologia caratterizzata da urine abbondan-
ti (poliuria) e diminuita capacità renale di concentrare le urine. Può
essere idiopatico o secondario.
Epidemiologia:
La prevalenza del DM in tutto il mondo è drammaticamente aumentata negli
ultimi due decenni. In particolare il DMT2 sta aumentando più rapidamente
a causa dell’incremento dell’obesità.
La prevalenza è simile nei maschi e nelle femmine in quasi tutte le fasce
d’età, ma è leggermente maggiore negli uomini sopra i 60 anni.
Esiste anche una notevole variabilità dell’incidenza sia per il DMT1 che per
il DMT2 a seconda dell’area geografica, questa variabilità è probabilmente
legata a fattori genetici ed ambientali.
Il diabete è una delle maggiori cause di mortalità al mondo anche se diversi
studi indicano quanto questo rischio sia sottostimato [4].
1.2.1 Caratteristiche cliniche
L’esordio del DMT1 è caratterizzato da :
• Poliuria (perdita di acqua)
• Polidipsia (sete intensa)
• Polifagia (aumento dell’appetito)
Questi tre fattori costituiscono la triade classica con cui si manifesta il dia-
bete.
Nel caso più grave il DMT1 si presenta con chetoacidosi.
Tutti gli effetti sono da ricollegare alle alterazioni metaboliche che interes-
sano non solo il glucosio, ma anche i grassi e le proteine.
Il DMT2 può presentarsi con poliuria e polidipsia, comunque rispetto al
DMT1 compare in pazienti più anziani e frequentemente obesi, anche se con
lo stile di vita sempre più sedentario e all’aumento dell’obesità, negli ultimi
anni colpisce anche bambini ed adolescenti.
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In enrambe le forme, DMT1 e DMT2, sono le complicanze a lungo termi-
ne, più che le complicanze metaboliche acute, a determinare la mortalità
associata a questa patologia.
1.2.2 Patogenesi del DMT1
Il DMT1 è una patologia autoimmune in cui la distruzione delle cellule delle
isole è causata da cellule immunitarie che reagiscono contro antigeni endo-
geni delle cellule β. In genere compare durante l’infanzia e progredisce nel
tempo.
Contribuiscono alla patogenesi fattori genetici ed ambientali, sono stati iden-
tificati sul DNA alcuni locus di suscettibilità genetica tra cui il più impor-
tante è il locus HLA, mentre tra i fattori ambientali sembra che abbiano un
ruolo le infezioni virali, sono state riferite associazioni epidemiologiche tra il
DMT1 e l’infezione da parotide, la rosolia e il citomegalovirus.
Nonostante l’esordio del DMT1 sia spesso improvviso, il processo autoimmu-
ne inizia molti anni prima che la patologia si manifesti, quando compaiono i
primi segni di iperglicemia e chetosi il 90% delle cellule β è già stato distrutto
[5].
1.2.3 Patogenesi del DMT2
Il DMT2 è una complessa patologia multifattoriale su cui influiscono i fattori
ambientali quali lo stile di vita sedentario, le abitudini alimentari che sono
strettamente legati al fattore obesità che svolge un ruolo notevole nello svi-
luppo dell’insulino-resistenza. Inoltre sono coinvolti anche i fattori genetici
e sembra lo siano anche in modo più rilevante rispetto al DMT1.
I difetti metabolici che caratterizzano il DMT2 sono :
• minor capacità dei tessuti periferici di rispondere all’insulina (insulino-
resistenza).
• disfunzione delle cellule β che secernono una minor quantità di insuli-
na.
Generalmente l’insulino-resistenza precede l’iperglicemia, questo nelle fasi
iniziali della patologia, si traduce in iperinsulinemia poichè le cellule β secer-
nono una quantità maggiore di ormone per compensare l’insulino-resistenza.
Lo sviluppo dell’insulino-resistenza è attribuibile soprattutto al fattore obe-
sità, il rischio di sviluppare il diabete aumenta con l’aumentare dell’indice
di massa corporea, contribuisce anche il sito di localizzazione del grasso cor-
poreo in particolare l’obesità centrale (grasso addominale) porta più spesso
allo sviluppo dell’insulino-resistenza.
L’obesità influenza i seguenti fattori che promuovono l’instaurarsi dell’insulino-
resistenza :
• Acidi grassi non esterificati (NEFA): un eccesso di NEFA a livello
intracellulare porta al loro non utilizzo in toto nelle vie di ossidazio-
ne degli acidi grassi, provocando l’accumulo di alcuni intermedi come
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diacilglicerolo (DAG) e ceramide che possono andare a fosforilare la
serina presente nel recettore insulinico, a cui segue un’attenuazione
nell’azione dell’ormone.
• Adipochine : o citochine adipose, sono proteine rilasciate dal tessuto
adiposo in circolo, tra queste abbiamo la resistina (pro-iperglicemica),
la leptina e l’adiponectina (anti-iperinsuliniche), queste ultime aiutano
a migliorare la sensibilità all’insulina favorendo l’attività della protein-
chinasi AMP-attivata (AMPK), però l’obesità porta alla riduzione del
livello di adiponectina.
• Infiammazione : numerose citochine vengono liberate dal tessuto adi-
poso tra cui il fattore di necrosi tumorale (TNF-α), l’interleuchina-6
(IL-6) e il fattore chemotattico dei macrofagi, provocando uno stress
cellulare che favorisce l’insulino-resistenza [5].
In figura 1.7 sono riportati i fattori precedentemente elencati che favoriscono
lo sviluppo di IR.
Figura 1.7: Relazione tra obesità e DMT2
1.2.4 Complicanze del DM
Tra le complicanze acute abbiamo :
• Chetoacidosi diabetica (CAD) : generalmente si manifesta in individui
affetti da DMT1, i sintomi si sviluppano nell’arco delle 24 ore e so-
no rappresentati da nausea, vomito, dolore addominale, sete, dispnea,
tachicardia, secchezza delle mucose, letargia che nei casi più gravi por-
tano al coma.
Perchè la CAD si manifesti è necessario che ci sia una carenza, relativa
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o assoluta, di insulina ed un eccesso di ormoni contro regolatori : gluca-
gone, cortisolo, ormone della crescita e catecolamine, che promuovono
la gluconeogenesi, la glicogenolisi e la formazione di corpi chetonici nel
fegato.
La CAD si manifesta in concomitanza di altre patologie che aumentano
la richiesta di insulina o in caso di una mancata aderenza alla terapia
insulinica.
• Stato iperosmolare glicemico (SII) : generalmente si manifesta nel pa-
ziente affetto da DMT2, anziano con un’anamnesi di poliuria, perdita
di peso, riduzione dell’apporto orale di liquidi che portano ad uno stato
di confusione mentale, letargia o coma. Spesso lo SII è anticipato da
una grave malattia concomitante.
Le cause alla base della SII sono il deficit di insulina e un’inadeguato
rapporto idrico.
Le complicanze croniche associate al diabete interessano principal-
mente le arterie di grande e medio calibro (macroangiopatia), ma anche i
capillari degli organi bersaglio (microangiopatia). La macroangiopatia pro-
voca nel diabetico un’aterosclerosi accelerata, i diabetici infatti sono esposti
ad un rischio maggiore di sviluppare infarto del miocardio, ictus e gangrena
agli arti inferiori.
Gli effetti della microangiopatia colpiscono in maniera più grave:
• La retina : provocando retinopatia diabetica, la diminuizione della vi-
sta che può portare a cecità è una delle conseguenze più gravi riscon-
trarte nel diabetico.
• I reni : a livello dei quali provocano nefropatia diabetica, che negli
USA è una tra le cause maggiori di insufficienza renale. La patogenesi
di questa complicanza è l’iperglicemia che provoca alterazioni emodi-
namiche nel microcircolo e modificazioni strutturali del glomerulo.
• I nervi periferici : provocando neuropatia diabetica, i nervi più colpi-
ti sono quelli degli arti inferiori nelle loro porzioni più distali, infatti
la forma più comune di neuropatia è la polineuropatia simmetrica di-
stale. Si manifesta con perdita della sensibilità, formicolio e dolore
neuropatico.
La patogenesi delle complicanze a lungo termine è multifattoriale, l’elemento
base che le accomuna è l’iperglicemia persistente, infatti il rischio che le com-
plicanze si manifestino aumenta in funzione della durata dell’iperglicemia
[5].
1.2.5 Interventi terapeutici non farmacologici
La terapia del diabete ha come cardine l’attuazione di uno stile di vita ade-
guato. Per stile di vita si intendono le abitudini alimentari, l’attività fisica
e l’astensione dal fumo. La dieta del soggetto diabetico ha come obiettivo la
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riduzione del rischio di complicanze croniche associate al diabete attraverso
il mantenimento di valori di glucosio e lipidi plasmatici il più possibile vicini
alla normalità.
In linea di massima, si raccomanda che la dieta includa carboidrati, fibre
e proteine, mentre è consigliato evitare l’uso di saccarosio, sostituibile con
dolcificanti. Riguardo i grassi, è importante limitare il loro apporto al di
sotto del 7% delle calorie totali giornaliere, con particolare limitazione ai
grassi saturi e al colesterolo.
La dieta deve essere accompagnata da una costante attività fisica.
I pazienti affetti da DMT1 hanno necessità di regolare in maniera più
stretta la terapia insulinica all’apporto dietetico e all’attività fisica, mentre
per i pazienti affetti da DMT2, che in genere sono anche sovrappeso o obe-
si, assume maggior importanza un adeguato stile di vita che comprenda ri-
duzione dell’apporto calorico, soprattutto dai grassi, e aumento dell’attività
fisica per migliorare glicemia, dislipidemia e livelli della pressione arteriosa.
1.2.6 Terapia farmacologia
Nei pazienti affetti da DMT1 è essenziale la somministrazione di insulina,
mediante iniezione sottocutanea con apposite siringhe o pompe da infusione.
In questi pazienti è necessario un controllo continuo della glicemia ed un’at-
tinenza alla terapia poichè una sua interruzione può mettere in pericolo la
vita del paziente che va incontro a chetoacidosi diabetica o morte.
I pazienti affetti da DMT2 non necessitano di insulina per sopravvivere.
Lo scopo della terapia insulinica è quello di replicarne la secrezione fisiolo-
gica.
Tipi principali di insulina :
• Insulina ad azione ultrarapida (insulina lispro e aspart) : ha un rapido
inizio d’azione, la sua durata è molto breve infatti non supera le 4-5
ore. Può essere somministrata immediatamente prima di un pasto.
• Insulina ad azione rapida (insulina regolare) : è zinco cristallizzata,
analoga all’insulina umana poichè viene prodotta usando la tecnica del
DNA ricombinante, l’effetto si manifesta 30 minuti dopo la sommini-
strazione, raggiunge il suo picco dopo una paio di ore dall’iniezione e la
durata d’azione è di circa 5-8 ore.
• Insulina ad azione intermedia (insulina NPH) : la sua azione viene ri-
tardata grazie all’associazione con protamina che viene poi degrada-
ta da enzimi proteolitici e si ha la liberazione di insulina. L’effetto
compare dopo 2-5 ore e la durata d’azione è di 8-12 ore.
• Insulina ad azione lunga (insulina glargina) : non ha effetto di pic-
co, riproduce una condizione basale di secrezione insulinica. L’effetto
compare dopo un paio d’ore, raggiunge il suo massimo dopo 4-6 ore e
mantiene questa attività fino a 24 ore.
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La lunga durata d’azione è possibile grazie al cambiamento nella cate-
na amminoacidica a cui sono state aggiunte due molecole di arginina
nella porzione carbossi-terminale, ed è stata sostituita la glicina con
l’asparagina in posizione A21, questi cambiamenti rendono l’insulina
solubile a pH acido mentre precipita una volta a contatto con il pH neu-
tro del nostro organismo, in questo modo l’insulina lascia lentamente il
deposito cristallino per andare in circolo.
Figura 1.8: Farmacocinetica delle principali tipologie di insulina.
Le complicanze della terapia insulinica sono rappresentate dall’ipoglice-
mia, che può svilupparsi in seguito ad un ritardo della somministrazione
prima dei pasti, ad uno sforzo fisico o ad una dose assunta troppo elevata.
I sintomi sono : tachicardia, sudorazione, palpitazioni e tremori. Le crisi
ipoglicemiche si risolvono con la somministrazione di glucosio [6].
Antidiabetici orali :
Per il trattamento di pazienti affetti da DMT2, i principali farmaci usati in
terapia sono:
• Sulfaniluree : la loro azione si riflette in un aumento nella liberazione
di insulina da parte delle cellule β del pancreas, si legano ad un recet-
tore specifico associato al canale K+-ATP-dipendente. Il legame della
sulfanilurea al recettore inibisce l’uscita dello ione K+ determinando la
depolarizzazione che apre i canali Ca++ voltaggio-dipendenti, il calcio
in ingresso provoca il rilascio di insulina da parte dei granuli secretori.
Inoltre la somministrazione cronica del farmaco riduce i livelli ematici
di glucagone.
• Biguanidi : la loro azione principale è la riduzione della produzio-
ne di glucosio da parte del fegato in seguito all’attivazione delle pro-
teinchinasi cAMP dipendenti (AMPK). Appartiene a questa classe la
metformina.
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• Tiazolidindioni : agiscono riducendo l’insulino-resistenza in seguito al
legame con il recettore nucleare γ-PPAR, recettore nucleare localizzato
nel tessuto muscolare, adiposo ed epatico. Questi recettori modulano
l’espressione dei geni coinvoltinel metabolismo glucidico e lipidico. I
più famosi esponenti di questa classe sono pioglitazone e rosiglitazone.
• Inibitori dell’α-glucosidasi : questi farmaci sono inibitori competitivi
dell’enzima α-glucosidasi intestinale, la conseguenza è un ritardo nel-
la digestione e nell’assorbimento degli zuccheri che riduce la glicemia
post-prandiale. Inoltre riduce anche la resistenza periferica all’insuli-
na. Il farmaco più noto, appartenente a questa classe, è l’acarbosio.
1.2.7 Trattamento chirurgico
Il primo trapianto di pancreas è stato effettuato nel 1966 da William Kelly e
Richard Lillehei, purtroppo i primi trapianti registrarono un alto rischio di
complicazioni e mortalità.
Fortunatamente con il passare degli anni i rischi associati al trapianto so-
no significativamente diminuiti, oggi il trapianto di pancreas da solo o in
associazione al trapianto di rene, in pazienti con insufficienza renale, è co-
munemente effettuato in tutto il mondo.
I pazienti indicati per il trapianto di pancreas o delle isole di Langherans
sono quelli con complicanze croniche gravi, oppure quelli che nonostante la
terapia in atto e l’assenza di complicanze, manifestano crisi ipoglicemiche
gravi.
Il trapianto di pancreas rispetto a quello delle isole raggiunge spesso l’ob-
biettivo di risolvere l’insulino-dipendenza. Il trapianto delle isole è meno
invasivo poichè le isole, generalmente provenienti da più donatori, vengono
trapiantate mediante infusione lenta attraverso la vena Porta.
Entrambi i trapianti richiedono immunosoppressione per tutta la vita con
l’aumento del rischio associato ad infezioni opportunistiche e neoplasie [83].
1.3 I mitocondri
Sono organelli cellulari presenti in tutte le cellule eucariote, hanno un pro-
prio genoma, costituito da una molecola circolare di DNA a doppio filamento
(mtDNA), un proprio RNA ed un sistema completo di trascrizione e tradu-
zione che porta alla sintesi di poche proteine fondamentali per la funzione
mitocondriale [10]. Abbiamo 37 geni che codificano per 2 rRNAs, 22 tRNAs e
13 polipeptidi che fanno tutti parte dei componenti della catena respiratoria
[11].
1.3.1 Struttura
I mitocondri sono delimitati da una doppia membrana e sono strutturati,
come si può vedere in figura 1.9, in quattro compartimenti:
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1. Membrana interna : possiede strutture fittamente ripiegate che pren-
dono il nome di creste. E’ caratterizzata da un’elevata impermeabilità
dovuta alla presenza di numerosi fosfolipidi tra cui la cardiolipina e
da proteine che rappresentano i complessi deputati alla fosforilazione
ossidativa, al trasporto di proteine e di sostanze di scambio.
2. Membrana esterna : ha la funzione di filtro poichè presenta delle pori-
ne (proteine di trasporto transmembrana) che costituiscono dei canali
acquosi che attraversano la barriera lipidica e permettono il passaggio
di numerose molecole con massa fino a 5000 kDa.
3. Matrice : ha una consistenza più viscosa del citoplasma che si presenta
più acquoso, contiene enzimi solubili che catalizzano reazioni di ossida-
zione di piccole molecole organiche, inoltre sono presenti nella matrice
ribosomi e molecole di DNA circolare.
4. Spazio intermembrana : è compreso tra membrana esterna ed interna,
contiene proteine coinvolte soprattutto nell’apoptosi e nella produzione
di energia.
Figura 1.9: Struttura del mitocondrio, è evidenziata la membrana esterna,
quella interna, lo spazio intermembrana, la matrice, il DNA mitocondriale e
i ribosomi.
1.3.2 Funzioni
Le principali funzioni svolte dai mitocondri sono le seguenti :
• Fosforilazione ossidativa: la funzione principale dei mitocondri è quel-
la di generare energia, sottoforma di ATP, come processo finale di altre
vie metaboliche quali glicolisi e ciclo di Krebs. In particolare il piru-
vato, prodotto dalla glicolisi, viene trasportato all’interno della matrice
mitocondriale dove viene decarbossilato e coniugato con il coenzima A
per formare acetilCoA che viene immesso nel ciclo di Krebs, o degli aci-
di tricarbossilici, al termine del quale vengono generate tre molecole di
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NADH e una di FADH2.
Gli elettroni trasportati da NADH e FADH2 vengono scambiati nella
catena di trasporto degli elettroni, rappresentata in figura 1.10, costi-
tuita da 5 complessi proteici posizionati sulla membrana mitocondriale
interna:
1. NADH-deidrogenasi (complesso I)
2. Succinato deidrogenasi (complesso II)
3. Citocromo c reduttasi (complesso III)
4. Citocromo c ossidasi (complesso IV)
5. ATP-sintetasi (complesso V)
Ciò che rende possibile la produzione di ATP sono due processi, il pri-
mo è rappresentato dall’ossidazione dei substrati e il trasferimento di
elettroni all’accettore finale rappresentato dall’ossigeno molecolare, al-
lo stesso tempo i complessi I, III e IV trasferiscono protoni contro gra-
diente nello spazio intermembrana; il secondo processo è la fosforilazio-
ne di ADP nella quale si sviluppa un gradiente protonico elettrochimico
che permette all’ATP-sintetasi di far tornare i protoni all’interno della
matrice a fornire l’energia necessaria per generare ATP [7].
Figura 1.10: Catena di trasporto degli elettroni.
• Regolazione dell’apoptosi: il poro di transizione mitocondriale (mtPTP),
un canale non specifico sulla membrana interna mitocondriale, che per-
mette il passaggio di molecole con massa inferiore a 1.5 KDa. L’aper-
tura del canale provoca un massiccio rigonfiamento del mitocondrio
e rottura della membrana mitocondriale esterna con la fuoriuscita di
componenti intermembrana che causano l’apoptosi. L’apertura del po-
ro è accompagnata da un elevato livello di Ca++ nella matrice e da
situazioni di stress ossidativo [8].
• Sintesi e controllo delle specie reattive dell’ossigeno: la produzione di
specie reattive dell’ossigeno (ROS) da parte del mitocondrio può porta-
re al danno ossidativo delle proteine mitocondriali, delle membrane e
del DNA, diminuendo l’abilità dei mitocondri di svolgere le loro normali
funzioni compresa la produzione di ATP.
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Il danno ossidativo incrementa la tendenza del mitocondrio a rilascia-
re proteine appartenenti allo spazio intermembrana, come il citocromo
C, nel citosol attraverso il passaggio dalla MOMP (mitochondrial outer
membrane permeabilization); inoltre può indurre l’apertura del mtPTP.
Durante la catena di trasferimento degli elettroni possono formarsi ed
essere rilasciati i seguenti intermedi, parzialmente ridotti, dell’ossige-
no :
– O−2 , l’anione superossido, formato dalla reazione spontanea dell’os-
sigeno con un singolo elettrone, questa molecola reattiva si com-
porta da riducente.
– H2O2, acqua ossigenata o perossido d’idrogeno che viene prodotta
dalla riduzione di due elettroni dell’ossigeno molecolare, in presen-
za di metalli come Fe++ (Reazione di Fenton) e Cu+ si ha la sua
conversione nel radicale ossidrilico.
– OH°, radicale ossidrilico è il più reattivo e dunque il più dannoso.
Le ROS possono interagire con le molecole biologiche in particolare i
danni più rilevanti sono a carico della membrana lipidica, delle protei-
ne che vengono ossidate e del DNA che può andare incontro a mutazio-
ni.
Il danno ossidativo contribuisce allo sviluppo di numerose patologie
[10]. In figura 1.11 sono visibili i processi attivati dalle ROS.
Figura 1.11: Veduta d’insieme della produzione di ROS a livello
mitocondriale.
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1.4 I mitocondri nella patogenesi del diabete
Disfunzioni a livello dei mitocondri sono legate ad un ampio numero di pato-
logie come il cancro, le malattie neurogenerative come l’Alzheimer, il diabete,
il danno da riperfusione ischemica e l’invecchiamento [11].
La caratterizzazione e l’identificazione delle proteine mitocondriali è dunque
utile nello sviluppo di nuovi farmaci e nello studio di marker diagnostici per
le patologie precedentemente citate.
Il chromosome-center Human Proteome Project (c-HPP) ha inizialmente fo-
calizzato la sua attività verso la caratterizzazione e la quantificazione delle
proteine codificate nel nucleo.
In seguito all’International HUPO Congress in Boston è risultato chiaro che
il cromosoma mitocondriale, purchè piccolo, svolgesse un importante ruolo
nelle funzioni biologiche e fisiopatologiche. Le mutazioni nel mtDNA risul-
tano associate a dozzine di inspiegabili disordini e le informazioni contenute
nel mtDNA costituiscono una tra le maggiori rilevanze nel comprendere al-
cune patologie.
Il Mitochondria Proteome Initiative (mt-HPP) è stato avviato dall’Associa-
zione Italiana di Proteomica (ItPA) con l’obbiettivo di integrare il c-HPP con
la caratterizzazione delle proteine mitocondriali codificate dal mt-DNA. Le
proteine mitocondriali sono coinvolte in un’ampia gamma di patologie, per-
tanto il progretto mt-DNA ha l’opportunità di collaborare con il progetto B/D-
HPP (Biology and Disease driven Projects) lanciato dall’HUPO [12].
Numerose prove hanno dimostrato che il diabete e le sue complicazioni, an-
che se parzialmente, sono il risultato di processi patologici a livello mitocon-
driale [13] [14].
1.4.1 Mitocondri nel DMT2
I mitocondri risultano coinvolti in entrambi i meccanismi che caratterizzano
il DMT2:
• Il ridotto rilascio di insulina da parte delle cellule β : i mitocondri svol-
gono un ruolo fondamentale nella secrezione di insulina stimolata dal
glucosio (GSIS). I mitocondri producono ATP, a partire dal glucosio, che
va ad incrementare il rapporto ATP/ADP che promuove la chiusura dei
canali K+-ATP-sensibili, in questo modo si ha la depolarizzazione della
membrana e il successivo ingresso di ioni Ca++ stimolanti il rilascio di
insulina [38].
Modificazioni morfologiche e funzionali nei mitocondri delle cellule β
sono state osservate in modelli animali e in pazienti affetti da DMT2,
in particolare è stata riscontrata una riduzione del potenziale di mem-
brana, un ridotto livello di ATP e un’aumentata densità nel volume
mitocondriale [15].
• Insulino resistenza (IR) da parte dei tessuti periferici : l’IR si verifica
precedentemente rispetto alla disfunzione delle cellule β [16] ed è defi-
nita come il deterioramento nell’abilità dell’insulina di esercitare il suo
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effetto sul metabolismo del glucosio e dei lipidi nei tessuti bersaglio
[17].
Il meccanismo alla base dell’IR non è ancora chiaro, ma alcuni studi
hanno suggerito che i difetti nella funzione mitocondriale possano rico-
prire un ruolo importante nella patogenesi del DMT2 [18].
I tessuti coinvolti nell’IR sono i seguenti:
– Muscolo scheletrico : il muscolo scheletrico è il tessuto più sen-
sibile all’azione dell’insulina, di conseguenza è il sito predominan-
te di IR nel DMT2 [19].
I mitocondri forniscono al muscolo l’energia necessaria per la con-
trazione, esistono due tipi di mitocondrio : il mitocondrio subsar-
colemmatico (SSM), localizzato in prossimità del sarcolemma; e
il mitocondrio intermiofibrillare (IFM), inserito tra le miofibrille.
Queste due diverse tipologie hanno anche differenti funzioni, i pri-
mi (SSM) generano ATP per le funzioni di membrana compresi lo
scambio di ioni, il trasporto dei substrati, la sintesi di proteine e i
segnali di trasduzione cellulare, mentre il secondo tipo (IFM) for-
nisce l’energia necessaria alla contrazione [20].
Dunque i SSM sono importanti nell’azione dell’insulina e un loro
difetto contribuisce alla patogenesi di IR nel DMT2, infatti una lo-
ro carenza è stata osservata in pazienti affetti da DMT2 o obesi
[20].
Inoltre nei pazienti affetti da DMT2 sono stati riscontrati : ridotta
attività dell’NADH ossidoreduttasi e della citrato sintetasi, cam-
biamenti morfologici [21].
La fosforilazione mitocondriale risulta ridotta del 30% nel musco-
lo, ciò indica una diminuita attività dei mitocondri [22].
– Tessuto adiposo : il tessuto adiposo contribuisce per il 10-15%
all’assorbimento del glucosio indotto dalla secrezione di insulina
dopo i pasti e all’immagazzinamento dei grassi sottoforma di tri-
gliceridi. Durante il digiuno, i trigliceridi vengono idrolizzati ad
acidi grassi che poi saranno ossidati, a livello mitocondriale, per
produrre energia.
I mitocondri ricoprono un ruolo importante sia nella sintesi e nel
deposito di trigliceridi, sia nell’ossidazione degli acidi grassi. Evi-
denze sperimentali hanno dimostrato, in modelli animali, un lega-
me tra difetti mitocondriali, obesità e DMT2.
– Fegato : il fegato ricopre un ruolo fondamentale nell’omeosta-
si del glucosio regolata da insulina ed altri ormoni (deposito di
glucosio sottoforma di glicogeno, conversione di glucosio in lipidi,
esportazione e deposito nel tessuto adiposo, catabolismo del glico-
geno, gluconeogenesi e chetogenesi). C’è una forte associzione tra
l’accumulo dei lipidi nel tessuto epatico e l’IR [23].
I mitocondri ricoprono un ruolo significativo anche nelle complicazioni asso-
ciate al diabete, il meccanismo unificato che è stato proposto è l’iperprodu-
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zione di ROS da parte dei mitocondri in risposta all’iperglicemia cronica che
porta ad uno stress ossidativo responsabile dell’attivazione di divese vie in
risposta allo stress, che rappresentano il maggior contributo nella patogene-
si delle complicanze del diabete [24] [25] [26] [27]. Alterazioni mitocondriali
osservate nei tessuti colpiti dalle complicanze del diabete:
• Cuore : il diabete colpisce direttamente la funzione dei mitocondri car-
diaci [28], studi comparativi sul topo diabetico e il suo controllo hanno
dimostrato una ridotta capacità ossidativa, nonostante un’incremento
della proliferazione mitocondriale, nel topo diabetico.
• Rene : la nefropatia diabetica è una delle cause principali di morbilità
e mortalità nei pazienti diabetici [29]. E’ stato rilevato un aumento
dell’espressione mitocondriale del NADPH-ossidasi 4 e una riduzione
della superossido dismutasi 2(SOD2) [30].
• Retina : l’alta concentrazione di glucosio distrugge la morfologia mito-
condriale ed influenza la funzione delle cellule endoteliali della retina
[31].
• Nervi : il processo patologico a carico dei nervi nel paziente diabetico
è causato dallo stress ossidativo [32].
1.4.2 Disfunzioni mitocondriali causati dall’iperglicemia
cronica
L’Human Diabetes Proteome Project (HDPP) ha come scopo quello di costrui-
re ed espandere la conoscenza della proteomica associata al diabete [33].
Il diabete si verifica quando la secrezione di insulina è inadeguata e non per-
mette di mantenere a lungo livelli di normoglicemia.
La mancata secrezione delle cellule β è stata suggerita come causa primaria
nella riduzione nel livello di insulina secreta.
E’ stato dimostrato che uno stretto controllo della glicemia nel DMT2 mi-
gliora la secrezione di insulina e la sensibilità alla sua azione da parte dei
tessuti periferici, suggerendo un effetto tossico causato da elevati livelli di
glucosio.
Il concetto di glucotossicità, introdotto per la prima volta da Unger e colleghi
nel 1985, indica la possibilità che l’esposizione cronica ad alte concentrazioni
di glucosio, contribuisca alla disfunzione delle cellule β durante lo sviluppo
di DMT2.
Seguendo questo concetto numerosi studi si sono concentrati sull’effetto in-
dotto da alti livelli di glucosio nella secrezione di insulina stimolata da gluco-
sio (GSIS). I risultati, ottenuti seguendo l’approccio proteomico, hanno iden-
tificato proteine differenzialmente espresse in seguito all’esposizione cronica
all’alta concentrazione di glucosio.
Queste proteine sono principalmente collegate al metabolismo degli acidi
grassi, alla proliferazione e all’apoptosi come la pentraxina neuronale 1 (NP1)
che risulta collegata all’attività della glicogeno sintetasi chinasi 3 (GSK3)
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implicata nei primi stadi che portano all’apoptosi [34].
Nelle cellule trattate con alte concentrazioni di glucosio si ha una significati-
va riduzione nel livello di ATP ciò indica che l’iperglicemia altera la normale
produzione di energia da parte dei mitocondri, mentre si ha un aumento si-
gnificativo della produzione di ROS. Aumenta anche l’apoptosi che risulta
indotta da alti livelli di glucosio, inoltre anche l’aspetto morfologico in pre-
senza di glucosio risulta alterato infatti, se normalmente i mitocondri hanno
una forma allungata, in presenza di glucosio mostrano una forma arroton-
data e la presenza di varie vescicole [35].
In figura 1.12 sono visibili gli effetti indotti dall’iperglicemia cronica.
Figura 1.12: Principali effetti indotti dall’esposizione cronica ad alti livelli di
glucosio coinvolti nella disfunzione delle cellule β.
Uno studio di Xiulan Chen et al. [35] sul topo diabetico e il suo con-
trollo, condotto seguendo un approccio proteomico, ha evidenziato la pre-
senza di 193 proteine differenzialmente espresse di cui 108 sono proteine
mitocondriali : 24 sovra-regolate e 84 sotto-regolate, la maggior parte delle
quali legate alla fosforilazione ossidativa, alla biosintesi delle proteine mito-
condriali, al metabolismo, al trasporto e alla regolazione dell’apoptosi come
schematizzato in figura 1.13.
In particolare delle proteine coinvolte nella fosforilazione ossidativa 13
sono sotto-regolate e 6 sovra-regolate, 11 sono componenti del complesso mi-
tocondriale I (NADH ubiquinone ossidoreduttasi), questo indica che il com-
plesso mitocondriale I è uno dei target principali dell’iperglicemia. Una ri-
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Figura 1.13: Rappresentazione delle proteine differenzialmente espresse in
condizione di iperglicemia cronica.
dotta produzione di ATP si riflette in una diminuita secrezione di insulina.
Delle 22 proteine deregolate, responsabili della sintesi mitocondriale, 14 so-
no sotto-regolate e 7 sovra-regolate, tra le sotto-regolate abbiamo proteine
ribosomiali e amminoacidi tRNA sintetasi questo porta ad una ridotta atti-
vità di traduzione che si riflette in disordini mitocondriali [36].
I mitocondri svolgono una funzione importante nel metabolismo degli acidi
grassi, dei carboidrati e degli amminoacidi; 19 proteine legate al ciclo degli
acidi tricarbossilici, al metabolismo di lipidi e carboidrati sono deregolate e
ciò si riflette in un calo del metabolismo energetico.
La maggior parte delle proteine mitocondriali sono codificate dal genoma
nucleare, sintetizzate nel citosol e poi traslocate all’interno del mitocondrio
[38]. Alcune di queste proteine svolgono un ruolo di trasporto delle proteine
all’interno del mitocondrio e sono appartenenti ai complessi TOM (traslocasi
della membrana esterna) e TIM (traslocasi della membrana interna). Le su-
bunità Tim17, Tim22 e Tom23 sono sotto-regolate e Tim23 e sovra-regolata,
non si conosce il meccanismo alla base che comporta questo difetto nel tra-
sporto nelle cellule trattate con alti livelli di glucosio.
Inoltre 2 proteine legate all’assorbimento del calcio sotto sotto-regolate, l’ac-
cumulo di Ca++ all’interno del mitocondrio ha delle conseguenze in diversi
processi [39]. Una riduzione nell’assorbimento del Ca++ si traduce in una
riduzione del potenziale di membrana che è essenziale per la sintesi di ATP
[37] e per la produzione di ROS [40].
Tra le proteine coinvolte nel processo apoptotico ne risultano 4 sotto-regolate
tra cui HS1-proteina associata (HAX-1), proteina mitocondriale antiapop-
totica, una sua degradazione è stata riportata come un precoce evento nel
processo apoptotico [37].
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1.5 Lipotossicità e DMT2
La prevalenza del DMT2 sta aumentando e questo è dovuto, in parte, al cre-
scere dei tassi di obesità [48].
L’obesità e una dieta ricca di acidi grassi sono associate ad alti livelli di acidi
grassi liberi i quali sono mediatori putativi della disfunzione delle cellule β.
Questa condizione viene definita lipotossicità ed ha un ruolo centrale nella
patogenesi del DMT2 [63].
L’esposizione cronica ad acidi grassi liberi determina una diminuita capacità
di secrezione dell’insulina [43].
Nel DMT2 alcune evidenze indicano la progressiva diminuizione della fun-
zione e della massa delle cellule β come caratteristica della patologia [42],
[43].
Il palmitato o acido palmitico, è un acido grasso (C 16:0) che induce apoptosi
delle cellule β, attraverso un processo che coinvolge la generazione di ROS,
lo stress ossidativo a livello del reticolo endoplasmatico (RE) ed inoltre rap-
presenta uno stimolo all’autofagia.
Le cellule β sono cronicamente esposte a vari tipi di stress tra cui l’iperatti-
vità del reticolo endoplasmatico (RE) e il danno mitocondriale [44], [46], [56].
L’autofagia, che rappresenta una forma di protezione nei confronti dello stress
a carico del RE, ricopre un ruolo importante nel mantenimento della norma-
le funzionalità e della sopravvivenza delle cellule β. Una deregolazione a
carico del processo autofagico può contribuire alla mancata funzionalità del-
le celllule β nel DMT2 [58], [49], [50].
L’autofagia è un sistema di degradazione proteica, attraverso meccanismi li-
sosomiali, che interessa i componenti cellulari. E’ un processo strettamente
regolato ed attivato dalla crescita cellulare, contribuisce all’equilibrio tra la
sintesi, la degradazione e il riciclaggio dei componenti cellulari. E’ stato sug-
gerito un importante ruolo del processo autofagico negli eventi patogenici
associati a diverse malattie [41].
In figura 1.14 è riportato il processo autofagico.
Figura 1.14: Rappresentazione del processo autofagico
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In uno studio di Martino e coll. [84], le cellule INS-1E sono state trattate,
oltre che con glucosio, con palmitato ed i risultati hanno dimostrato che il
palmitato induce autofagia nelle cellule β, mentre il glucosio da solo è ineffi-
cace in questo processo.
L’autofagia ha un ruolo benefico di protezione nello stress a carico del RE
che è stato identificato come meccanismo molecolare che provoca lipotossici-
tà con un ruolo nella patogenesi di DMT2 [59], [60], [47].
Gli acidi grassi liberi causano stress a carico del RE attraverso cambiamenti
nei canali Ca++ [61], [62].
L’induzione dell’autofagia, in risposta ad alti livelli di acidi grassi, può essere
considerata come un meccanismo protettivo nei confronti della lipotossicità,
ma causa la diminuizione delle cellule β osservata nel DMT2.
Uno studio di Shao e collaboratori [52] ha mostrato che la Liraglutide, for-
ma modificata del glucagone-like peptide 1 (GLP-1) migliora la funzionalità
delle cellule β in condizioni di lipotossicità.
L’increatina o ormone GLP-1, rilasciato dal tratto gastrointestinale in rispo-
sta all’ingestione di nutrienti, migliora la GSIS e aumenta la proliferazione
delle cellule β, anche se la sua breve emivita ( viene rapidamente degradato
dall’anzima DPP-4, dipeptil-peptidasi IV ) ne limita l’uso in terapia per il
trattamento del DMT2 [51].
IL GLP-1 controlla la glicemia in vari modi:
• aumentando la secrezione di insulina da parte delle cellule β delle isole
di Langherans.
• diminuendo la secrezione del glucagone che sappiamo essere l’antago-
nista principale dell’insulina.
• rallentando la motilità e quindi diminuendo lo svuotamento gastrico.
Inoltre si ha una riduzione dell’appetito.
In figura 1.15 sono riportati gli effetti del GLP-1 sui vari organi bersaglio.
In particolare la Liraglutide agisce diminuendo l’apoptosi delle cellule β
e migliorandone la secrezione quando sono sottoposte a stress lipotossico e
può quindi correggere il difetto nella secrezione insulinica causato da alti li-
velli di acidi grassi liberi.
La via metabolica coinvolta nel meccanismo che porta alla lipotossicità è la
PI3K/AKT/FOXO1, rappresentata in figura 1.16, il mecanismo di attivazio-
ne del fosfatidilinositolo 3-chinasi (PI3K) è coinvolto nella regolazione della
massa e della funzionalità delle cellule β [53]. Uno dei principali target del
PI3K è rappresentato dalla serina treonin chinasi Akt che ricopre un ruolo
nella crescita delle cellule β [54] ed è una delle principali chinasi coinvolte
nella funzionalità del GLP-1 [55], [56].
Il segnale coinvolto a valle è rappresentato da FOXO1 (fattore trascrizionale)
che è stato riconosciuto avere un effetto diretto sulla neogenesi delle cellule
β, sulla loro proliferazione e nella resistenza allo stress [57].
Il palmitato induce un decremento degli effettori della via metabolica
PI3K/AKT/FOX1, questo effetto viene attenuato dall’azione della Liragluti-
de.
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Figura 1.15: Effetti del GLP-1.
Figura 1.16: Via metabolica PI3K/AKT/FOXO1
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Gli effetti dei GLP-1 agonisti sono mediati anche dal fattore di trascrizio-
ne JunB, che promuove la sopravvivenza delle cellule β.
Alti livelli di acidi grassi liberi, come il palmitato, provocano una diminuita
espressione di JunB e questa perdita contribuisce all’apoptosi delle cellule β,
mentre la sua sovra-regolazione protegge dalla lipotossicità [64].
1.6 La proteomica
1.6.1 Definizione
Il termine proteomica fu coniato per la prima volta nel 1995 e definisce la
caratterizzazione su larga scala di tutte le proteine di una linea cellulare,
tessuto o organismo [65], [66], [67].
Lo scopo della proteomica è quello di ottenere una visione globale ed integra-
ta di tutte le proteine che costituiscono la cellula piuttosto che il loro studio
individuale [68].
Sono le proteine e non i geni gli effettori delle funzioni cellulari, solo con lo
studio del genoma sarebbe impossibile avere informazioni sui meccanismi
patologici, caratterizzare le modificazioni post-traduzione ed identificare il
target dei farmaci [69], [70].
L’importanza di questo tipo di studio, rispetto allo studio e alle informazioni
contenute nel genoma, è rappresentato soprattutto dalla possibilità di stu-
diare le modifiche post-traduzionali che si riflettono sulla funzionalità della
proteina [72], [71].
Il proteoma è infatti un’entità dinamica poiché cellule di uno stesso organo
esprimono proteine differenti ed anche lo stesso tipo di cellule in condizioni
diverse (età, malattia, ambiente) può esprimere proteine diverse [73].
Esistono 2 aree principali in questo campo:
• La proteomica funzionale : permette la caratterizzazione dell’attivi-
tà, delle interazioni e della presenza di modificazioni post-traduzionali
delle proteine, per la descrizione a livello molecolare dei meccanismi
cellulari.
• La proteomica profiling : fornisce la descrizione dell’intero proteo-
ma di una cellula, organismo o tessuto. E’ un approccio puramente
descrittivo e comprende la localizzazione e l’identificazione dei prodotti
di espressione proteici.
A causa della diversità delle proteine, è emerso un range vario di tec-
nologie proteomiche che integrano metodi biologici, chimici ed analitici: la
principale tecnologia utilizzata è la spettrometria di massa (MS), accoppiata
con metodi di separazione delle proteine [74]. La MS è una tecnica altamente
sensibile e versatile per lo studio delle proteine: è utilizzata per quantificare
le proteine e per determinarne sequenza, massa e informazioni strutturali
(in particolare modificazioni post-traduzionali, come glicosilazioni o fosfori-
lazioni) [75].
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Il successo nell’identificazione della proteina, comunque, dipende dalla pre-
parazione del campione e dal tipo di spettrometro di massa utilizzato. La
combinazione della MS, per l’identificazione proteica, con l’elettroforesi bi-
dimensionale (2-DE), come tecnica separativa ad alto potere risolutivo, è il
metodo classico e il più utilizzato in questo tipo di studi [76].
Negli ultimi anni la proteomica, grazie anche allo sviluppo di nuove tecni-
che di spettrometria di massa e alla disponibilità di sequenze genomiche, è
progredita con crescente interesse nel mondo scientifico: al momento è usata
come un moderno strumento nella scoperta di farmaci, per la determinazio-
ne di processi biochimici implicati nelle malattie, per monitorare processi
cellulari, per caratterizzare sia i livelli di espressione che le modifiche post-
trasduzionali delle proteine, per ricercare differenze tra fluidi biologici o cel-
lule di soggetti sani e malati e per identificare markers patologici e possibili
candidati per l’intervento terapeutico.
Generalmente uno studio proteomico è composto dalle seguenti fasi:
1. I fase : scelta e preparazione del campione.
2. II fase : separazione delle proteine, una delle tecniche più utilizzate è
l’elettroforesi bidimensionale anche se ha dei limiti.
3. III fase : identificazione delle proteine tramite l’uso della sprettro-
metria di massa, le proteine identificate vengono poi confrontate con
quelle già identificate presenti nel database che contiene le proteine
codificate dal genoma.
1.6.2 Elettroforesi bidimensionale
Questa tecnica, introdotta nel 1975 da O’Farell e Klose, è considerata un po-
tente strumento per separare e dividere complessi proteici estratti da cellule
e tessuti.
E’ molto efficace poichè permette di separare migliaia di proteine per gel
comprese quelle che differiscono per un singolo amminoacido o per minime
differenze nel loro pI e/o PM.
Ogni spot ottenuto, in seguito alla separazione, corrisponde ad una singola
specie proteica [77].
La tecnica è migliorata nel corso degli anni soprattutto con l’introduzione di
gradienti di pH immobilizzati che hanno garantito una miglior riproducibi-
lità, mentre l’uso di coloranti fluorescenti ha migliorato la sensibilità nell’in-
dividuazione proteica.
Alcune limitazioni però rimangono : la lunghezza dell’esperimento, problemi
nel caricare proteine troppo grandi o con spiccate caratteristiche idrofobiche
che non entrano nel gel per la prima dimensione, infine le proteine troppo
acide o basiche (con pI minori di 3 o maggiori di 10) non sono ben rappresen-
tate.
L’elettroforesi bidimensionale (2-DE) consiste di due fasi di separazione: la
prima e la seconda dimensione. Nella prima dimensione le proteine ven-
gono separate in base al loro punto isoelettrico (pI), mentre nella seconda
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dimensione la separazione avviene in base al loro peso molecolare (PM o
MW).
Prima dimensione o iso-elettrofocusing (IEF)
L’iso-elettrofocusing separa le proteine secondo il loro punto isoelettrico (pI)
che rappresenta il valore di pH per il quale la carica netta della proteina è
zero.
Le proteine sono molecole anfotere, cioè presentano una carica positiva, ne-
gativa o nulla in base al pH dell’ambiente in cui si trovano. Avremo quindi
proteine caricate positivamente a pH minori rispetto al loro pI, mentre le
troveremo caricate negativamente a pH superiori.
Attraverso l’influenza del campo elettrico le proteine si muovono all’inter-
no del gradiente di pH fino al punto in cui la loro carica netta è nulla, per
cui una proteina caricata positivamente migrerà verso il catodo riducendo
progressivamente la sua carica mentre si avvicina al suo pI. Al contrario la
proteina carica negativamente migra verso l’anodo e si ferma nel punto in
cui raggiunge il suo pI, il processo è schematizzato in figura 1.17.
Figura 1.17: Movimento di alcune proteine nel raggiungimento del loro pI.
In questo modo si ottiene l’effetto focusing dell’IEF che concentra le pro-
teine al loro pI e ne permette la separazione anche per proteine che differi-
scono per minime differenze di carica.
La risoluzione del campione è determinata dall’ampiezza del gradiente di
pH e dalla forza del campo elettrico. Si utilizzano comunemente voltaggi alti
(oltre 1000 V): quando le proteine hanno raggiunto la posizione finale nel
gradiente di pH nel sistema c’è un piccolo movimento ionico che risulta in
una corrente finale molto bassa (sotto 1 mA).
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Strip
Originariamente la prima dimensione si effettuava caricando il campione
completamente denaturato in un tubo di vetro riempito di poliacrilammide
saturata con una soluzione di elettroliti anfoteri, che sottoposte ad un campo
elettrico si separano e formano un gradiente continuo basato sulla loro cari-
ca netta. Questo gradiente di anfoliti determina un gradiente di pH [78].
Con l’introduzione dei gel a gradiente di pH immobilizzato (IPG) nel campo
dell’elettroforesi sono stati superati i problemi e le limitazioni di questi sup-
porti.
I gradienti a pH immobilizzato sono stati ottenuti incorporando covalente-
mente un gradiente di gruppi acidi e basici nel gel di poliacrilammide [79].
Per le strip sono utilizzate molecole ben caratterizzate, monomeri di acri-
lammide legati ognuno ad un singolo gruppo basico o acido come evidenziato
in figura 1.18.
Le strip IPG sono prodotte su supporti in plastica usando due soluzioni: una
miscela acida ed una basica di monomeri di acrilammide (entrambe conte-
nenti inoltre bis-acrilammide e catalizzatori). Le concentrazioni dei gruppi
nelle due soluzioni determinano il range di pH del gradiente prodotto.
I gel sono poi lavati, disidratati e tagliati a strisce. In commercio si trovano
strip (Amersham Biosciences, Sigma, etc.) di varie lunghezze (7-11-13-18-24
cm) e con vari intervalli di pH (3-10; 4- 7; 6-11; 6-9; 3,5-4,5; etc), lineari (L) e
non lineari (NL). L’uso delle strip IPG aumenta la riproducibilità e la qualità
dei risultati [80].
Figura 1.18: a) acrilammide legata ad R che può essere un gruppo
acido o basico; b) legame dei gruppi acidi o basici al reticolo formato
dall’acrilammide.
I vantaggi nell’uso dello strip a pH immobilizzato sono molteplici :
• La possibilità di reperire in commercio i gel preformati minimizza le
variazioni dovute alla preparazione dei gel.
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• La preparazione dei gel su pellicole di plastica ne facilita il loro utilizzo.
• I gradienti sono stabili nel tempo e non subiscono alterazioni legate
alla presenza del campione.
• I gradienti in commercio sono costruiti per seguire diverse esigenze, si
trovano lineari e non lineari, con range di pH molto vasti (pH 3-10) o
molto ristretti (pH 4-5).
Seconda dimensione
La seconda dimensione dell’elettroforesi bidimensionale è rappresentata dall’
SDS-page che separa le proteine presenti nel campione in base al loro PM,
sfruttando il gel di acrilammide come setaccio molecolare.
L’SDS (sodio dodecil solfato) è un detergente anionico che in soluzione acquo-
sa stabilizza le molecole proteiche denaturate formando attorno ad esse un
guscio di solvatazione che genera micelle dotate della stessa carica elettrica,
in questo modo la carica elettrica della proteina viena mascherata e tutte le
proteine risultano caricate negativamente quindi la loro separazione avvie-
ne unicamente in funzione del loro PM poichè tutte migrano verso l’anodo.
Il processo di separazione è illustrato in figura 1.19.
Figura 1.19: Rappresentazione dell’elettroforesi 2D.
Capitolo 2
Scopo della Tesi
Questo studio nasce in collaborazione con L’Unità di endocrinologia diret-
ta dal prof. Marchetti, dell’Università di Pisa e rientra in uno studio a più
ampio raggio che riguarda il progetto Mt-HPP della Human Proteomic Or-
ganization (HUPO).
Lo scopo della tesi è quello di valutare, tramite un approccio proteomico, le
alterazioni di espressione di proteine cellulari indotte su cellule INS-1E di
ratto con insulinoma indotto, da parte dell’acido palmitico e gli effetti di pro-
tezione indotti da GLP-1.
Dal punto di vista sperimentale, l’esposizione cronica ad acidi grassi ripro-
duce molti degli aspetti del danno delle cellule beta che risultano associati
alla manifestazione del DMT2, quali: apoptosi, secrezione basale di insulina
elevata; diminuita secrezione di insulina indotta da glucosio; ridotto conte-
nuto di insulina e ridotta espressione genica, difetti nel processamento della
proinsulina. Tale trattamento è anche sufficiente a riprodurre altri aspetti
presenti nelle isole di soggetti con DMT2, tra i più rilevanti ci sono lo stress
del reticolo endoplasmatico, l’autofagia e la disregolazione dell’ubiquitinila-
zione delle proteine.
Per questo motivo la lipotossicità delle cellule beta a è il modello in vitro più
comunemente usato per studiare i meccanismi che possono avere una poten-
ziale rilevanza nel DMT2.
Studi sugli effetti dell’acido palmitico su cellule INS-1E e su isole del Lan-
gherans umane sono stati recentemente condotti da Marchetti e collabora-
tori andando ad investigare specifiche vie di segnale cellulare. Il vantaggio
dell’analisi proteomica condotta in questo studio, è quello di vedere contem-
poranemente tutte le proteine espresse dalla cellula, oltre al vantaggio che,
lavorando su frazioni subcellulari, è possibile visualizzare le variazioni che
avvengono a livello mitocondriale, citosolico e nucleare separatamente.
Si tratta di uno studio pilota che oltre ad evidenziare già in queste condi-
zioni le proteine coinvolte in questo processo lipotossico e protezione, crea
le condizioni sperimentali per poi passare all’analisi proteomica di β cellule
umane.
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Capitolo 3
Materiali & Metodi
3.1 Materiali e strumentazione
L’acqua, di grado analitico, è stata filtrata mediante l’apparecchio MilliQ (PS
Whatman®, Millipore Corporation, Maid Stone, England).
Tutti i reagenti e i solventi sono stati acquistati dalle più comuni fonti com-
merciali.
L’apparecchio usato per il Western Blot è il Trans-Blot Turbo, transfer sy-
stem (BIO-RAD).
Sono state utilizzate strip ImmobilineTM DryStrip pH 3-10, di 18 cm, del-
l’Amersham Biosciences (Uppsala, Sweden).
L’apparecchio impiegato per l’isoelettrofocalizzazione è stato l’EttanTM IPG-
phorTM Isoelectric Focusing System (Amersham Bioscience).
L’apparecchio per l’elettroforesi usato è il Protean II XL Ready Gel (Biorad).
3.2 Coltura cellulare
Nel 1992 Asfari e coll. [85] generarono la linea cellulare insulinoma INS-1,
la quale mostrava molte importanti caratteristiche delle cellule β, incluso
l’alto contenuto di insulina e la risposta al glucosio all’interno del range fi-
siologico.
Le cellule INS-1 derivano dal topo con insulinoma indotto tramite irradia-
zione con raggi X.
Lo svantaggio di queste cellule è che richiedono l’aggiunta di mercaptoetano-
lo alla coltura cellulare (è tossico, irritante e denatura irreversibilmente le
proteine), ma in sua assenza non si avrebbe la loro moltiplicazione ed inoltre
le cellule perderebbero molte delle loro caratteristiche.
Dalla linea progenitrice INS-1 sono stati ottenuti, attraverso alte diluizioni
in capsule Petri con pozzetti di clonazione, due cloni : INS-1D e INS-1E i
quali sono stati selezionati in base alla loro maggior risposta al glucosio nel
range 5-20 mM rispetto alle cellule della linea INS-1.
Per questo studio è stata utilizzata la linea di cellule INS-1E, scelta in base
al suo contenuto di insulina e all’adeguata proliferazione [86]. Inoltre le cel-
lule della linea INS-1E mostrano una stabile differenziazione al di sopra di
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116 passaggi e sono capaci di secernere insulina in risposta all’elevata con-
centrazione di glucosio [87].
Le INS-1E di ratto, usate in questo studio, sono state coltivate e trattate dal
gruppo di ricerca del Prof. Marchetti della Diabetologia dell’Azienda Ospe-
daliera Universitaria Pisana.
Le cellule INS-1E sono state sottoposte a diversi trattamenti :
• trattamento con Palmitato 0,5 mM per 24 ore.
• trattamento con GLP-1 10 nM per 24 ore.
• trattamento con Palmitato (0,5 mM) + GLP-1 (10 nM) per 24 ore.
3.3 Estrazione dei mitocondri
Si prepara il tampone IB composto da :
• Tris 20 mM pH 7.4
• EDTA 2 mM
• Saccarosio 0,25 M
• NaF 50 mM
• Na3V O4 2 mM
NaF e Na3V O4 sono inibitori delle fosfatasi.
Al tampone si aggiunge 0.5 % di BSA (albumina bovina) per staccare le cel-
lule dalla fiasca. Inoltre abbiamo preparato il PBS, scaldandolo nel bagnetto
a 37°C, che servirà per lavare la fiasca.
Le cellule vengono private del mezzo e lavate con PBS scaldato. Successiva-
mente si utilizza il tampone IB/BSA freddo per staccare, mediante l’utilizzo
di uno scraper, le cellule dalla fiasca.
Le cellule vengono quindi raccolte e centrifugate (1700 rpm, 4°C, 5 minuti)
per eliminare il tampone. A questo punto inizia la procedura di estrazione
dei mitocondri.
Si aggiungono gli inibitori delle proteasi (1 µl/milione di cellule) poi le cellule
vengono rotte usando un potter (25 colpi) che permette la lisi cellulare grazie
all’applicazione di forze meccaniche che rompono la membrana cellulare.
Una volta effettuata la lisi cellulare si iniziano le centrifughe sequenziali, in
tutto sono 7, effettuate a 4°C, la prima serve per far precipitare i nuclei che
sono la porzione più pesante ed eventuali cellule intere che non si sono rotte,
si recupera il sovranatante e si sottopone ad una nuova centrifuga e così via.
Si continua con le centrifughe secondo lo schema riportato in figura 3.1, le
prime 3 sono centifughe più brevi, 8 minuti a 1000g, le 3 successive sono di 10
minuti a 9000g, infine l’ultima centrifuga è di 15 minuti a 16000g per far pre-
cipitare tutto ciò che è rimasto nei precedenti sovranatanti, da quest’ultima
centrifuga otteniamo il campione di citosol delle isole pancreatiche.
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Figura 3.1: Schema delle centrifughe sequenziali
3.4 Precipitazione con TCA
Permette di concentrare le proteine contenute nella frazione citosolica, si
procede alla precipitazione delle proteine addizionando ai campioni un ugua-
le volume di una soluzione contenente TCA all’20% e DTT 0.1%, successiva-
mente i campioni vengono incubati per 30 minuti in ghiaccio.
Al termine del periodo di incubazione, i campioni sono centrifugati a 13500
rpm per 10 minuti a 4°C, al termine della centrifuga viene aspirato il so-
vranatante in ogni eppedendorf e sui pellet rimasti si effettua un lavaggio
con acetone a freddo. Questa operazione di centifuga e successivo lavaggio
con acetone viene ripetuta per tre volte in modo da rimuovere tutto il TCA
presente.
Al termine dei lavaggi gli eventuali residui di acetone sono eliminati tramite
evaporazione infatti i campioni vengono lasciati per una mezz’ora sotto cap-
pa.
Il pellet finale viene sospeso nella soluzione di reidratazione (RS) così costi-
tuita:
• Urea 7M-Tiourea 2M : servono per solubilizzare e denaturare le protei-
ne in modo che siano presenti in un’unica configurazione.
• Chaps 4% : detergente non ionico, serve per solubilizzare le proteine
idrofobiche, inoltre minimizza l’aggregazione proteica.
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• Ditiotreitolo (DTT) : è un agente riducente che rompe i ponti disolfuro,
rendendo le proteine completamente distese.
• Blu di bromofenolo 0,002% : colorante che permette di seguire la corsa
elettroforetica.
• Anfoliti 1,2% : aumentano la solubilità delle proteine, inoltre minimi-
tizzano la loro aggregazione dovuta ad interazioni di carica.
Al termine della precipitazione con TCA un’aliquota (25 µl) viene prelevata e
sottoposta al dosaggio proteico RC/DC Biorad. La restante quantità del cam-
pione sarà preparato per essere caricato per l’elettroforesi bidimensionale
(2-DE).
3.5 Dosaggio proteico RC/DC Biorad
Il dosaggio proteico RC/DC è un saggio colorimetrico per la quantificazio-
ne delle proteine basato come principio sul saggio di Lowry, ma modificato
per diventare compatibile ad alte concentrazioni di agenti riducenti (RC) e
detergenti (DC). La presenza di una o piu di queste sostanze può cambiare
la risposta della proteina ai reagenti del saggio, perciò la proteina standard
con la quale costruiamo la nostra curva di riferimento dovrà essere prepara-
ta nello stesso tampone del campione proteico di interesse. Nel nostro caso
la proteina standard albumina bovina, viene sospesa nella soluzione di rei-
dratazione. Vengono preparate quattro concentrazioni (con un volume di 25
µ) di proteina standard (0.2 ; 0.4; 0.8 e 1.5 mg/ml) per abbracciare l’intervallo
di sensibilità del metodo.
Tabella 3.1: Dosaggio proteico RC/DC Biorad
RS BSA [BSA] MBSA
bianco 25 µl / 0 mg/µl 0 µg
1 21.7 µl 3.3 µl 0.2 mg/µl 4 µg
2 18.3 µl 6.7 µl 0.4 mg/µl 8 µg
3 11.7 µl 13.3 µl 0.8 mg/µl 16 µg
4 / 25 µl 1.5 mg/µl 30 µg
Per il dosaggio proteico del campione incognito si procede con una dilui-
zione 1:10 o 1:5 dello stesso (si valuta sulla base del volume di soluzione
scelto per la risospensione del campione, in questo caso usiamo la diluizione
1:5) con la soluzione di reidratazione per avere un volume finale di 25 µl. Il
dosaggio viene effettuato in doppio più il campione; come bianco viene usata
la soluzione di reidratazione a temperatura ambiente. Agli standars ed al
campione, preparati seguendo le indicazioni riportate in tabella 3.1, vengo-
no aggiunti 125 ml di reagente I, successivamente si agitano nel vortex e si
lasciano ad incubare per 1 minuto.
Quindi vengono addizionati 125 ml di reagente II in ogni eppendorf, si agi-
tano nel vortex e si centrifugano a 12000 g a 20°C per 5 minuti.
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I sovranatanti vengono aspirati sotto cappa in modo da ottenere solo i pellet.
Questo primo step viene ripetuto variando i volumi di reagente I (125 ml) e
II (40ml) da aggiungere ad ogni eppendorf.
Infine vengono addizionati 127 ml di reagente A*(ottenuta con 36 µl di S in
1600 µl di A) per ciascuna eppendorf, si agitano nel vortex e si incubano per
5 minuti dopo i quali si addiziona 1 ml di reagente B in ciascuna eppendorf,
si vortexano e si lascia in incubazione per 15 minuti. Al termine del periodo
di incubazione si procede alla lettura dei campioni alla lunghezza d’onda di
750 nm.
Si costruisce una retta di taratura nell’intervallo di sensibilità compreso tra
5µg a 37,5µg. Dall’equazione della retta (y = mx) si ricava la concentrazione
proteica del campione incognito risolvendo l’equazione 3.2.
è+
Figura 3.2: Equazione che permette di calcolare la concentrazione proteica
del campione incognito
3.6 Western blotting
Per verificare l’avvenuta estrazione dei mitocondri dalle cellule β delle isole
pancreatiche, e delle altre componenti cellulari (nuclei, citoplasma, membra-
na cellulare) si effettua il Western blotting (WB).
E’ una tecnica ampiamente usata per individuare ed analizzare le proteine
basandosi sulla proprietà che queste hanno di legare specifici anticorpi. La
tecnica fu descritta per la prima volta da Towbin e collaboratori nel 1979 per
divenire una delle più utilizzate nella ricerca scientifica.
La specificità nel legame antigene-anticorpo permette di riconoscere la pro-
teina di interesse nel mezzo di una miscela complessa di proteine.
E’ un metodo analitico che consiste nella separazione delle proteine trami-
te elettroforesi (SDS-page) e successivamente nell’elettro-trasferimento del
materiale proteico su una membrana di nitrocellulosa o PVDF, infine le pro-
teine vengono individuate grazie a specifici anticorpi. Gli anticorpi si legano
ad una specifca sequenza amminoacidica detta epitopo e, poichè le proteine
differiscono per sequenze amminoacidiche, gli anticorpi possono riconoscere
specifiche proteine tra molte altre.
Per prima cosa le proteine vengono separate in condizioni denaturanti gra-
zie alla presenza dell’SDS (detergente anionico) che carica tutte le proteine
presenti nel campione negativamente, assicurando così la loro separazione
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unicamente in base alla loro dimensione, infatti tutte le proteine migreran-
no verso il polo positivo e la corsa sarà più veloce per le proteine più piccole,
mentre quelle con dimensione maggiore correranno più lentamente.
Al termine della corsa elettroforetica si ha il trasferimento del materiale
proteico sulla membrana di nitrocellulusa che verrà trattata prima con un
antocorpo primario, poi un anticorpo secondario legato ad un enzima che
permette di visualizzare il complesso proteina-anticorpo [81], [82].
SDS-page
Questo tipo di elettroforesi permette di separare le proteine in condizioni
denaturanti. L’azione denaturante dell’SDS è mostrata in figura 3.3.
Figura 3.3: Azione denaturante dell’SDS.
Viene preparato il running gel al 12% di acrilammide, costituto da :
• Acqua MilliQ
• Tris buffer pH 8.8
• Acrilammide 30%
• Ammonio persolfato (APS) 10%
• SDS
• Temed
Il running gel viene colato all’interno tra i due vetri (vetro di supporto e
spaziatore), si ricopre il gel con butanolo, una volta che il gel è polimerizzato
si lava con acqua per eliminare il butanolo e si aggiunge lo stacking gel così
costituito:
• Acqua MilliQ
• Tris buffer pH 6.8
• Acrilammide 30%
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• APS
• Temed
Con l’apposito pettinino vengono creati i pozzetti in cui verrà caricato il
campione. Un esempio di SDS-page è riporttato in figura 3.4.
Figura 3.4: Schema di preparazione dell’SDS-page, sono evidenziati il
running gel, lo stacking gel, i pozzetti in cui viene caricato il campione
I campioni da caricare vengono preparati aggiungendo il Laemmli buffer,
bucati e fatti bollire per 5 minuti. Il Laemmli buffer si può utilizzare in
diverse concentrazioni (1X, 2X, 3X e 5X) ed è così costituito :
• Tris-HCl
• Glicerolo, consente al campione di avere la densità necessaria per de-
positarsi sul fondo del pozzetto.
• SDS, detergente anionico, rompe i legami non cavalenti delle pretei-
ne che perdono la loro configurazione nativa a causa delle condizioni
denaturanti stabilite dall’SDS.
• β-mercaptoetanolo, riduce i legami disolfuro presenti tra le proteine.
• Blu di bromofenolo, è il colorante che permette di visualizzare la corsa.
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In ogni pozzetto vengono caricati 20 µl, generalmente nel primo pozzetto vie-
ne caricato lo standard (5 µl).
Una volta caricati i campioni si aggiunge il tampone di corsa nella camera
elettroforetica. La corsa viene effettuata in due step : i primi 15 minuti a 8
mA poi si aumenta l’amperaggio a 20 mA.
Terminata la corsa elettroforetica si effettua il trasferimento delle proteine
dal gel alla membrana di nitrocellulosa, questo è possibile grazie al passag-
gio di corrente che permette il trasferimento delle proteine sulla membrana,
il processo è schematizzato in figura 3.5.
La membrana di nitrocellulosa con le proteine viene trattata in agitazione, a
temperatura ambiente, per un’ora con 15 ml di soluzione per il blocking così
composta :
• Milk 3%
• Tween 0.2%
• PBS
La soluzione di blocking ha come scopo quello di prevenire le interazioni non
specifiche tra l’anticorpo e la membrana.
Figura 3.5: Membrane transfer
Dopo un’ora di blocking si mette ad incubare la membrana, per due ore,
con l’anticorpo primario. L’anticorpo primario Organelle detection western
blot cocktail (abcam) è costituito da una miscela di anticorpi e viene diluito
nel latte (1:250). I quattro anticorpi in miscela sono :
• Anti Na+-K+ ATPasi che determina la presenza della membrana cito-
plasmatica.
• Anti-ATP5A che determina il mitocondrio.
• Anti-GAPDH che dermina il citosol.
• Anti-Histone H3 che determina il nucleo.
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Vengono fatti 4 lavaggi da 10 minuti ciascuno con la soluzione costituita
da PBS-milk, al termine dei lavaggi viene aggiunto l’anticorpo secondario,
un anti-mouse diluito (1:10000) ,che riconosce l’anticorpo primario, rimane
in incubazione per un’ora al termine della quale devono essere effettuati altri
4 lavaggi da 10 minuti con PBS-milk a cui seguono 2 lavaggi da 5 minuti
ciascuno con PBS, infine l’ultimo lavaggio è di un minuto con acqua.
Si aggiunge l’ECL, Luminolo (2 ml) per 1 minuto coperto con alluminio, si
sposta la membrana sulla pellicola trasparente e siamo pronti ad acquisire
i risultati in chemioluminescenza con lo strumento ImageQuant LAS4010
(GE Health Care).
3.7 Elettroforesi bidimensionale
3.7.1 Prima dimensione
La prima dimensione è effettuata su strip di 18 cm in cui è presente un gra-
diente lineare di pH di 3-10 (Amersham Biosciences).
Vengono caricati 450 µl di campione per gel nelle strip holder, si aggiunge
l’1% di anfoliti, le strip vengono immerse nel campione in modo che la super-
ficie del gel sia rivolta verso il basso sul campione, si copre il tutto con olio
minerale per minimizzare l’evaporazione.
Su entrambi i poli, anodo e catodo, si inseriscono dei rettangolini di un’appo-
sita carta per IEF (electrode pads), precedentemente bagnati ognuno con un
volume di 150 µl di acqua MilliQ. La funzione dei pads è quella di assorbire
l’eccesso di acqua e di ioni in modo da preservare gli elettrodi dalla precipi-
tazione degli ioni.
L’apparecchio usato per la prima dimensione è IPGphor (American Bioscien-
ces) riportato in figura 3.6, la corsa avviene a 16°C (a temperature minori
precipiterebbe l’urea), il termine della corsa è rappresentato dal raggiungi-
mento di 70000 Vhrs di voltaggio totale.
3.7.2 Equilibratura delle strip
Prima di effettuare la seconda dimensione ogni strip viene equilibrata incu-
bandola, in successione, con:
1. 10 ml di SDS Equilibration Buffer + DTT 1% per 15 minuti in agitazio-
ne a temperatura ambiente. Il DTT è un agente riducente che mantiene
le proteine nel loro stato ridotto.
2. 10 ml di SDS Equilibration Buffer + IAA (iodioacetammide) 2,5% per
15 minuti in agitazione a temperatura ambiente. La IAA alchila i
gruppi tiolici delle proteine, prevenendone la loro riossidazione durante
l’elettroforesi.
L’SDS equilibration buffer contiene:
CAPITOLO 3. MATERIALI & METODI 43
Figura 3.6: IPGphor usato per la prima dimensione
• Tampone equilibrante (Tris-HCl 50 mM pH 8,8): serve per mantenere
le strip in un range di pH appropriato per l’elettroforesi.
• Urea (6 M)Glicerolo (30%): per ridurre l’elettroendoosmosi e migliorare
il trasferimento delle proteine alla seconda dimensione. L’elettroendoo-
smosi è dovuta alla presenza di cariche fisse sulla strip all’interno di
un campo elettrico e può interferire con il trasferimento delle proteine
dalla strip al gel della seconda dimensione.
• Sodio dodecil solfato (2%): detergente anionico che denatura le proteine
e forma complessi proteine-SDS carichi negativamente. La quantità di
SDS legato ad una proteina, e quindi la carica negativa, è direttamente
proporzionale alla massa della proteina, in questo modo l’elettroforesi
separerà le proteine in base al loro peso molecolare.
• Blu di Bromofenolo (1%): colorante usato come agente tracciante per
seguire la corsa elettroforetica.
• Acqua mQ.
3.7.3 Seconda dimensione
La strip viene posta sopra un gel di poliacrilammide 12,5% (20cmx20cmx1,5mm),
facendo bene attenzione che aderisca in tutta la sua lunghezza al gel, e bloc-
cata con una soluzione di agarosio 0.1%. Si riempie la camera elettroforetica
con il Running buffer 10X (Trisbase 25mM, Glicina 192 mM, SDS 0.1% e
H2O) diluito 1:10; la diluizione viene fatta il giorno precedente per mantene-
re il tampone a 4°C e poterlo utilizzare freddo.
Il gel, invece, è così costituito :
• Acqua MilliQ
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• Acrilammide 30%
• Tris-HCl pH 8.8
• APS
• Temed
L’elettroforesi è effettuata in due step: per i primi 15 minuti si imposta l’am-
peraggio a 15 mA per gel, aumentandolo poi a 40 mA per gel valore che
rimane costante fino al termine della corsa elettroforetica visibile grazie alla
colorazione impartita dal blu di bromofenolo che evidenzia l’uscita del fronte
del campione dal fondo di corsa.
3.7.4 Colorazione ed aquisizione delle immagini
Al termine della corsa i gel vengono trattati con la soluzione di fissaggio
costituita da acido fosforico all’1%, etanolo al 30% ed acqua per arrivare a
volume, in agitazione per un’ora.
Si prepara una nuova soluzione di fissaggio a cui viene aggiunto il colorante,
usiamo il rutenio (ruthenium II tris tetrasodium) 1 µmolare, i gel vengono
lasciati overnight in agitazione con il colorante (vengono coperti poichè il co-
lorante è fotosensibile). Il rutenio è un colorante sensibile, lineare, stabile
nel tempo e compatibile con la spettrofotometria di massa.
La mattina successiva i gel vengono decolorati trattandoli nuovamente con
la soluzione composta da acido fosforico 1% ed etanolo 30%, in agitazione per
5 ore a temperatura ambiente. Dopo questo tempo i gel vengono lasciati in
acqua per 10 minuti prima di essere acquisiti tramite lo strumento Image-
Quant LAS4010 (GE Health Care).
Il software che permette l’acquisizione delle immagini è Image Master 2D
Platinum 6.0 dell’American Biosciences che acquisisce le immagini in fluo-
rescenza.
Capitolo 4
Risultati & Discussione
4.1 Risultati
4.1.1 Isolamento dei mitocondri da cellule INS-1E
I mitocondri da cellule INS-1E sono stati isolati tramite centrifugazione dif-
ferenziale come descritto in Materiali & Metodi. La funzionalità e l’integrità
mitocondriale è stata valutata tramite il dosaggio dell’attività della citocro-
mo C ossidasi (kit commerciale BioVision, Inc.) attraverso misurazione spet-
trofotometrica alla lunghezza d’onda di 550 nm.
La purezza delle frazioni cellulari ottenute è stata valutata tramite l’utilizzo
di anticorpi specifici per le varie frazioni : nucleare, citosolica e mitocondria-
le usando la tecnica del WB come descritto in Materiali & Metodi.
In Figura 4.1 è riportata l’immunoreattività delle diverse frazioni subcel-
lulari. Come si può osservare la preparazione mitocondriale presenta una
banda immunoreattiva a PM 55 kDa corrispondente all’ATP5A. L’assenza
della gliceraldeide 3 fosfato deidrogenasi come quella dell’istone H3 che so-
no presenti invece rispettivamente nella frazione citoplasmatica e nucleare,
dimostrano la purezza della preparazione.
Su questa base abbiamo proseguito la sperimentazione definendo il pattern
proteico della frazione citoplasmatica e mitocondriale e quindi il trattamento
lipotossico e la sua protezione.
4.1.2 Determinazione dei patterns proteici mitocondria-
le e citosolico di cellule INS-1E tramite analisi bi-
dimensionale
Il profilo delle proteine presenti nelle frazioni mitocondriale e citosolica è
stato ottenuto tramite elettroforesi bidimensionale ed un’immagine rappre-
sentativa è riportata in figura 4.2.
Dall’esame del profilo elettroforetico è possibile individuare circa 1180 e
880 spots proteici rispettivamente per la frazione citosolica e mitocondria-
le. E’possibile apprezzare la diversità del profilo proteico delle due frazioni
che conferma quanto evidenziato dall’analisi WB.
45
CAPITOLO 4. RISULTATI & DISCUSSIONE 46
Figura 4.1: Bande immunoreattive ottenute tramite WB relative alle
frazioni nucleare (15 kDa), citosolica (36 kDa) e mitocondriale (55 kDa).
Figura 4.2: In figura A è riportato il pattern proteico rappresentativo dei
mitocondri, in figura B, invece, è rappresentato il tipico pattern proteico
citoplasmatico.
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4.1.3 Trattamento delle INS-1E con Palmitato e prote-
zione con GLP-1
Per studiare gli effetti del trattamento con palmitato sull’espressione delle
proteine a livello citoplasmatico e mitocondriale, è stato condotto un tratta-
mento delle cellule INS-1E con 0.5 mM di palmitato per 24 ore. Contempora-
neamente è stato eseguito un esperimento in cui una concentrazione 10nM
di GLP-1 veniva aggiunta alle cellule INS-1E al fine di valutare gli effet-
ti di protezione del farmaco dal danno lipotossico su entrambe le frazioni
cellulari.
4.1.4 Analisi comparativa dei profili bidimensionali di
proteine da citosol e mitocondri prima e dopo trat-
tamento e protezione
L’analisi bidimensionale è stata condotta in duplicato su estratti cellulari ot-
tenuti da mitocondri e citosol nelle diverse condizioni di trattamento.
L’analisi comparativa è stata condotta utilizzando il programma Same Spots
(TotalLab) e i risultati ottenuti sono riassunti nelle tabelle 4.1, 4.2, 4.3 per
l’analisi comparativa dei mitocondri e in tabelle 4.4, 4.5, 4.6 per quella del
citosol.
Per quanto riguarda le differenze di espressione delle proteine mitocondriali
sono state evidenziati 15, 30 e 31 spots differenzialmente espressi in ma-
niera significativa (t-test) rispettivamente dal confronto palmitato vs basale,
palmitato+GLP1 vs basale e palmitato+GLP1 vs palmitato.
Nelle rispettive tabelle sono riportati il numero dello spot, il PM e il pI os-
servati, il fold di variazione di espressione e il p-value ottenuto dall’analisi
statistica. Tra questi spots proteici sono evidenziati in grassetto quelli che
risultano variare in tutti e tre i confronti.
Per quanto riguarda le differenze di espressione delle proteine citosoliche
sono stati evidenziati circa 90 spots proteici differenzialmente espressi in
modo significativo e di questi nelle tabelle 4.4, 4.5, 4.6 sono riportati i 35
spots che risultano a comune nei tre confronti effettuati.
In figura 4.3 sono riportati ingrandimenti di alcuni degli spot proteici che
risultano differenzialmente espressi nei tre confronti. Si osservano variazio-
ni sia in incremento che in riduzione apprezzabili dalle variazioni di densità
degli spot proteici.
In figura 4.4 e 4.5, 4.6 sono riportati gli istogrammi ottenuti dai valori
medi di intensità per quegli spots proteici comuni nei tre confronti rispetti-
vamente per la preparazione mitocondriale e per quella citosolica. E’ possi-
bile osservare che alcuni di questi spots proteici (n°500 e 697 per la frazione
mitocondriale e n°1180, 1193, 1376 per la frazione citosolica) aumentano
di intensità in modo significativo dopo trattamento con palmitato per poi
ritornare al valore basale dopo protezione con GLP-1.
L’applicazione dell’analisi dei componenti principali (PCA), all’insieme
degli spots proteici risultati significativi, ci permette di evidenziare come
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Figura 4.3: Immagini rappresentative di alcuni spots differenzialmente
espressi tra i diversi trattamenti sia del pattern mitocondriale che di quello
citoplasmatico.
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Tabella 4.1: In tabella sono riportati gli spots differenzialmente espressi nei
mitocondri risultanti dal confronto Basale vs Palmitato
Basale vs Palmitato
n° spot pI MW Fold variation p-value
697 5,54 54 0,8 0,0003131
2750 3,7 15 0,3 0,0006208
500 5,97 70 0,6 0,000750
257 5,72 80 0,7 0,0008364
737 4,4 51 -1,7 0,0030813
1250 4,95 35 0,8 0,0055296
403 8,22 75 0,7 0,0058839
648 3,9 59 -2,8 0,0137043
848 5,62 43 0,6 0,0166894
128 5,46 86 0,7 0,0177838
863 5,55 42 -1,1 0,0184998
690 7,41 55 0,8 0,0232926
784 5,26 48 -1,5 0,0292286
441 4,1 75 -1,3 0,0330087
1612 5,47 32 -1,3 0,0497274
Figura 4.4: Istogramma relativo alla densità ottica normalizzata degli spo-
ts differenzialmente espressi con variazione significativa (p-value < 0,05)
nella frazione mitocondriale. Gli spots proteici riportati sono comuni ai tre
confronti.
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Tabella 4.2: In tabella sono riportati gli spots differenzialmente espressi nei
mitocondri risultanti dal confronto Basale vs Palmitato+GLP-1
Basale vs palmitato +GLP-1
n° spot pI MW Fold variation p-value
128 5,46 86 0,5 0,000936
737 4,4 51 -1,9 0,001042
262 8,4 80 0,2 0,001311
863 5,55 42 -1,3 0,001323
2672 8,4 16 0,4 0,001388
301 5,53 78 0,4 0,001491
257 5,72 80 0,8 0,001627
848 5,62 43 0,5 0,002201
2902 5,85 48 0,9 0,002568
697 5,54 54 -1,2 0,002757
1508 5,18 33 -1,5 0,004974
1712 5,46 31 -1,4 0,006976
500 5,97 70 -1,4 0,008878
392 5,32 76 0,5 0,008989
297 5,58 79 0,7 0,011411
1612 5,47 32 -1,5 0,011886
912 5,94 41 -1,4 0,014506
2900 4,4 61 -2,1 0,016569
648 3,9 59 -2,2 0,017168
403 8,22 76 0,8 0,017636
547 5,9 67 -2,1 0,017647
551 5,46 67 -1,9 0,018923
577 5,8 65 -2,2 0,020634
1963 5,8 28 -3,1 0,024663
541 5,99 67 -2,3 0,029424
514 5,82 69 -1,7 0,035404
1279 5,82 35 -1,5 0,039215
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Tabella 4.3: In tabella sono riportati gli spots differenzialmente espressi nei
mitocondri risultanti dal confronto Palmitato vs Palmitato+GLP-1)
Palmitato vs Palmitato+GLP-1
n° spot pI MW Fold variation p-value
500 5,97 70 -2,3 3,44E-05
1250 4,95 35 -1,3 0,000585
392 5,32 76 0,7 0,000758
584 5,93 65 -1,7 0,001118
551 5,46 67 -1,8 0,001119
301 5,53 78 0,5 0,001622
1712 5,46 31 -1,4 0,001865
1613 5,78 32 -1,3 0,002332
568 5,51 66 -1,9 0,002649
297 5,58 79 0,8 0,002761
675 5,96 56 -1,9 0,003228
697 5,54 54 -1,5 0,003452
547 5,9 67 -2,2 0,003879
912 5,94 41 -1,5 0,004025
1260 5,83 35 0,4 0,005698
863 5,55 42 -1,2 0,005756
420 6,11 76 0,7 0,005844
577 5,8 65 -2,2 0,006289
2750 3,7 15 -4,9 0,006688
128 5,46 86 0,7 0,007231
1508 5,18 33 -1,3 0,01014
1279 5,82 35 -1,9 0,010834
1612 5,47 32 -1,2 0,011206
262 8,4 80 0,1 0,013406
756 5,95 49 -1,4 0,014832
541 5,99 67 -1,8 0,024182
690 7,41 55 -1,2 0,031674
2672 8,4 16 0,3 0,032379
640 8,6 60 0,6 0,044203
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Tabella 4.4: In tabella sono riportati gli spots differenzialmente espressi nel
citosol risultanti dal confronto Basale vs Palmitato
Basale vs Palmitato
n° spot pI MW Fold variation p-value
279 5,82 90 -1,6 1,11E-04
620 5,61 80 -1,1 2,55E-03
794 5,53 78 -1,2 1,32E-03
822 5,84 76 -1,3 1,24E-04
846 5,51 75 -1,9 4,36E-07
940 5,44 70 -1,3 5,02E-04
1063 5,25 66 0,6 1,81E-04
1065 5,27 66 0,4 4,94E-05
1180 5,27 62 0,5 5,04E-05
1191 5,71 61 -1,2 1,34E-04
1193 5,98 61 0,8 5,53E-05
1234 5,28 60 0,6 3,20E-04
1246 5,46 60 0,6 4,32E-05
1376 5,51 55 -1,0 1,75E-04
1388 5,56 55 0,9 4,31E-05
1412 5,6 54 -1,1 3,05E-04
1557 5,58 50 -1,0 3,23E-04
1571 5,66 50 0,9 1,77E-05
1624 4,2 48 0,8 3,17E-06
1638 5,58 48 -1,2 8,76E-07
1696 4,92 46 0,7 1,04E-04
1704 5,61 46 0,9 2,80E-03
1733 5,8 45 -1,5 1,65E-03
1763 4,2 44 0,6 1,13E-02
1873 5,59 42 0,7 8,13E-04
2081 5,75 39 -1,2 3,74E-06
2177 7,26 37 0,8 1,50E-03
2296 4 35 -1,1 5,28E-03
4166 5,4 18 0,8 5,83E-04
4167 4,95 18 0,8 7,57E-03
4225 5,02 18 0,9 6,36E-04
4328 3,9 17 0,6 1,79E-06
4330 7,37 17 0,6 2,93E-05
4738 4,74 14 0,7 1,40E-03
4883 5,52 36 -1,1 2,20E-04
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Tabella 4.5: In tabella sono riportati gli spots differenzialmente espressi nel
citosol risultanti dal confronto Basale vs Palmitato+GLP-1
Basale vs Palmitato + GLP-1
n° spot pI MW fold variation p-value
279 5,82 90 0,9 1,11E-04
620 5,61 80 -1,0 2,55E-03
794 5,53 78 -1,1 1,32E-03
822 5,84 76 0,9 1,24E-04
846 5,51 75 -1,2 4,36E-07
940 5,44 70 0,9 5,02E-04
1063 5,25 66 0,3 1,81E-04
1065 5,27 66 0,4 4,94E-05
1180 5,27 62 0,8 5,04E-05
1191 5,71 61 0,9 1,34E-04
1193 5,98 61 -1,1 5,53E-05
1234 5,28 60 0,7 3,20E-04
1246 5,46 60 0,7 4,32E-05
1376 5,51 55 -1,1 1,75E-04
1388 5,56 55 -1,3 4,31E-05
1412 5,6 54 -1,3 3,05E-04
1557 5,58 50 -1,1 3,23E-04
1571 5,66 50 -1,2 1,77E-05
1624 4,2 48 -1,3 3,17E-06
1638 5,58 48 -1,8 8,76E-07
1696 4,92 46 0,8 1,04E-04
1704 5,61 46 -1,1 2,80E-03
1733 5,8 45 -1,4 1,65E-03
1763 4,2 44 0,5 1,13E-02
1873 5,59 42 0,8 8,13E-04
2081 5,75 39 -1,1 3,74E-06
2177 7,26 37 -1,3 1,50E-03
2296 4 35 0,9 5,28E-03
4166 5,4 18 -1,1 5,83E-04
4167 4,95 18 0,7 7,57E-03
4225 5,02 18 -1,1 6,36E-04
4328 3,9 17 -1,6 1,79E-06
4330 7,37 17 0,9 2,93E-05
4738 4,74 14 -1,9 1,40E-03
4883 5,52 36 -1,4 2,20E-04
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Tabella 4.6: In tabella sono riportati gli spots differenzialmente espressi nel
citosol risultanti dal confronto Palmitato vs Palmitato+GLP-1
Palmitato vs Palmitato + GLP-1
n° spot pI MW fold variation p-value
279 5,82 90 0,6 1,54E-03
620 5,61 80 0,8 3,02E-02
794 5,53 78 0,9 3,75E-02
822 5,84 76 0,7 6,99E-03
846 5,51 75 0,6 3,21E-03
940 5,44 70 0,7 3,50E-04
1063 5,25 66 0,6 1,80E-03
1065 5,27 66 0,9 1,39E-02
1180 5,27 62 -1,5 1,26E-02
1191 5,71 61 0,8 9,01E-03
1193 5,98 61 -1,4 5,73E-04
1234 5,28 60 -1,3 4,57E-03
1246 5,46 60 -1,1 4,26E-05
1376 5,51 55 -1,1 9,17E-03
1388 5,56 55 -1,4 3,50E-03
1412 5,6 54 -1,2 2,94E-02
1557 5,58 50 -1,1 3,43E-02
1571 5,66 50 -1,3 2,95E-03
1624 4,2 48 -1,5 2,39E-04
1638 5,58 48 -1,5 4,80E-03
1696 4,92 46 -1,2 1,45E-02
1704 5,61 46 -1,2 1,28E-03
1733 5,8 45 0,9 2,97E-02
1763 4,2 44 0,8 8,90E-03
1873 5,59 42 -1,1 1,96E-02
2081 5,75 39 0,9 5,55E-03
2177 7,26 37 -1,6 1,20E-04
2296 4 35 0,8 4,72E-02
4166 5,4 18 -1,4 1,89E-02
4167 4,95 18 0,8 6,32E-03
4225 5,02 18 -1,2 2,73E-02
4328 3,9 17 -2,8 2,07E-04
4330 7,37 17 -1,4 8,34E-03
4738 4,74 14 -2,6 1,50E-03
4883 5,52 36 -1,3 2,20E-02
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Figura 4.5: Istogramma relativo alla densità ottica normalizzata degli spots
differenzialmente espressi con variazione significativa (p-value < 0,05) nella
frazione citosolica. Gli spots proteici riportati sono comuni ai tre confronti.
Figura 4.6: Istogramma relativo alla densità ottica normalizzata degli spots
differenzialmente espressi con variazione significativa (p-value < 0,05) nella
frazione citosolica. Gli spotsproteici sono comuni ai tre confronti.
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le tre condizioni risultano ben separate con valori per la prima componente
di 58%(t1) e per la seconda componente di 26.3% (t2) per la preparazione mi-
tocondriale, e di 47.4% (t1) e 42.5%(t2), rispettivamente per la preparazione
citosolica.
La PCA mitocondriale e citosolica è riportata rispettivamente in figura 4.7 e
4.8.
Figura 4.7: Principal Component Analysis (PCA) mitocondriale.
Figura 4.8: Principal Component Analysis (PCA) citosolica.
4.2 Discussione
I meccanismi che portano alla disfunzione delle cellule β pancreatiche e alla
loro morte non sono ancora ben conosciuti.
E’ noto che il rischio di insorgenza di DMT2 è influenzato da fattori ambien-
tali, quali una dieta ricca di grassi saturi e uno stile di vita sedentario, in
particolare se combinati ad una predisposizione genetica. Infatti infusione
di lipidi in soggetti che sono geneticamente predisposti al DMT2 inducono
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una resistenza epatica all’insulina e disaccoppiano la funzione delle cellule
β. Inoltre individui che presentano alte concentrazioni plasmatiche di acidi
grassi liberi hanno un rischio più elevato di sviluppare DMT2.
Numerosi studi sono stati condotti su modelli cellulari murini di isole β pan-
creatiche (INS1, MIN6) [88] e su isole umane [89] per studiare gli effetti
lipotossici indotti da palmitato, andando a vedere particolari vie di segnale
responsabili degli effetti apoptotici e di stress sul reticolo endoplasmatico.
In questo studio, usando un approccio proteomico, abbiamo studiato l’effetto
dell’acido palmitico su cellule INS-1E di ratto andando a vedere come va-
riava l’espressione proteica a livello citosolico e mitocondriale, prima e dopo
trattamento con acido palmitico e protezione con GLP-1.
I risultati ottenuti suggeriscono la presenza di cambiamenti significativi per
quanto le variazioni siano di valore compreso tra 1.5-2.5 come ci si può atten-
dere da un trattamento di breve periodo (24 ore). Tuttavia, l’identificazione
successiva degli spots proteici tramite spettrometria di massa ci permette-
rà di individuare le proteine che rispondono allo stress lipotossico e quelle
sensibili a protezione con GLP-1. In particolare il nostro interesse sta nel-
l’investigare il coinvolgimento delle proteine mitocondriali sia direttamente
sintetizzate dal DNA mitocondriale sia quelle di origine nucleare.
Il mitocondrio, infatti, sembra avere un ruolo attivo in molte patologie in cui
lo stress indotto da vari fattori induce il mitocondrio ad un’alterata risposta
che porta all’apoptosi cellulare, questo è particolarmente vero per il DMT2
dove le cellule sono indotte a stress continui quali quelli provocati da elevate
concentrazioni di glucosio e lipidi.
Appendice A
Abbreviazioni
ADP= adenosina difosfato
AMPK= proteina chinasi AMP-attivata
ATP= adenosina trifosfato
CAD= chetocidosi diabetica
DAG= diacilglicerolo
DM= diabete mellito
DMT1= diabete mellito tipo 1
DMT2= diabete mellito tipo 2
DTT= ditiotreitolo
GSK3= glicogeno sintetasi chinasi 3
GSIS= secrezione di insulina stimolata dal glucosio
IAA= iodioacetammide
IEF= iso-elettrofocusing
IFM= mitocondri interfibrillari
IL-6= interleuchina-6
IPG= gradiente a pH immobilizzato
IR= insulino resistenza
IRS= substrati del recettore insulinico
MS= spettrometria di massa
mtDNA= DNA mitocondriale
mtPTP= poro di transizione mitocondriale
MW= molecular weight
NEFA= acidi grassi non esterificati
NP1= pentraxina neuronale 1
OXPHOS= fosforilazione ossidativa
PBS= tampone fosfato salino
pI= punto isoelettrico
PM= peso molecolare
RE= reticolo endoplasmatico
ROS= specie reattive dell’ossigeno
RS= soluzione di reidratazione
rRNA= RNA ribosomiale
SDS= sodio dodecil solfato
SII= stato iperosmolare iperglicemico
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SOD2= superossido dismutasi 2
SSM= mitocondri subsarcolemmatici
TCA= acido tricloroacetico
TNF-α= fattore di necrosi tumorale
tRNA= RNA transfer
WB= western blotting
2-DE= elettroforesi bidimensionale
Bibliografia
[1] Anatomia dell’uomo. 2°ed. a cura di Paolo Castano e Ro-
sario F.Donato Edi-ermes. Capitolo 8 (235-237), capitolo 13
(305-306).
[2] Trattato di anatomia umana volume 2 Edi-ermes. Capitolo 8,
186-194.
[3] Principi di fisiologia di Berne & Levy. 4° edizione capitolo 43,
626-637.
[4] Harrison principi di medicina interna. Capitolo 338, 2201-
2215.
[5] Le basi patologiche delle malattie. Robbins e Cotran
8°edizione, volume II, capitolo 24, 1116-1133.
[6] Farmacologia generale e clinica. B.G Katsung, S.B Masters,
A.J Trevor VIII ed. italiana Piccin. Capitolo 41, 787-808.
[7] David L. Nelson, Michael M. Cox, I Principi di Biochimica di
Lehninger, 3° ed., Bologna, Zanichelli, febbraio 2002
[8] The permeability transition pore complex : another wiew.
Halestrap AP, McStay GP,Clarke SJ, 2002
[9] Murphy, M. P. e Partridge, L. (2008). Towards a control theory
analysis of aging. Annu. Rev. Biochem. 77, 777-98.
[10] Murphy, M. P. (2009).How mitochondria produce reactive
oxygen species. Biochem. J. 417, 1-13.
[11] Mitochondrial diseases in man and mouse. Wallace, D.C
(1999) Science 238 (5407) 1482-1488
[12] The mitochondrial Italian Human Proteome Project initiative
(mt-HPP) Andrea Urbani, Michele De Canio, Ferdinando Pal-
mieri, Salvatore Sechi, Luca Bini, Massimo Castagnola, Mau-
ro Fasano, Alessandra Modesti, Anna Maria Timperio, Lui-
gi Bonizzi, Maurizio Brunori, Francesca Cutruzzola. Vito de
Pinto, Carmine Di Ilio, Giorgio Federici, Franco Folli, Salvato-
re Foti, Cecilia Gelfi, Davide Lauro, Antonio Lucacchini, Ful-
vio Magni, Irene Messana, Pier Paolo Pandolfi, Sergio Papa,
60
BIBLIOGRAFIA 61
Piero Pucci, Paolo Sacchetta and the Italian mt-HPP Study
Group-Italian Proteomics Association (www.itpa.it) Molecular
BioSystem 2013, 1-9
[13] Lamson, D.W., and Plaza, S.M. (2002). Mitochondrial factors
in the pathogenesis of diabetes : a hypothesis for treatment.
Alterm Med Rev 7, 94-111
[14] Sivitz, W.I., and Yorker, M.A. (2009). Mitochondria dysfunc-
tion in diabetes : from molecular mechanism to functional
significance and therapeutic opportunities. Antioxid Redox
Signal 12, 537-577.
[15] Anello, M., Lupi, R., Spampinato, D., Piro, S., Masini, M., Bog-
gi, U., Del Prato, S., Rabuazzo, A.M., Purrello, F., and Mar-
chetti, P. (2005). Functional and morphological alterations
of mithocondria in pancreatic beta cells from type 2 diabetic
patients. Diabetologia 48, 282-289.
[16] Lowell, B.B., and Shulman, G.I. (2005) Mithocondrial
dysfunction and type 2 diabetes. Science 307, 384-387
[17] Turner, N., and Heilbronn, L.K. (2008). Is mitochondrial dy-
sfunction a cause of insulin resistance?. Trends Endocrinol
Metab 19, 324-330.
[18] Kim, J.A.,Wei, Y., and Sowers, J.R. (2008) Role of mitho-
condrial dysfunction in insulin resistance. Circ Res 102,
401-414.
[19] Mogensen, M., Sahlin, K., Femstrom, M., Glintborg, D., Vind,
B.F., Beck-Nielsen, H., and Hojlund, K. (2007). Mithocondrial
respiration is decreased in skeletal muscle of patients with type
2 diabetes. Diabetes 56, 1592-1599.
[20] Ritov, V.B., Menshikova, E.V., He, J., Ferrell, R.E., Goodpa-
ster, B.H., and Kelly, D.E.(2005). Deficiency of subsarcolemmal
mitochondria in obesity and type 2 diabetes. Diabetes 54, 8-14.
[21] Kelley, D.E., HE, J., Menshikova, E.V., and Ritov, V.B. (2002).
Dysfunction of mithocondria in human skeletal muscle in type
2 diabetes. Diabetes 51, 2944-2950.
[22] Petersen, K.F., Dufour, S., Befroy, D., Garcia, R., and
Shulman, G.I (2004). Imparied mitichondrial activity in the
insulin-resistant off-spring of patients with type 2 diabetes. N
Engh J Med 350, 664-671.
[23] Kotronen, A., Seppala-Lindroos, A., Bergholm, R., and Yki-
Jarvinen, H. (2008). Tissue specifity of insulin-resistance in
BIBLIOGRAFIA 62
humans : fat in the liver rather than muscle is associated with
features of the metabolic syndrome. Diabetologia 51, 130-138.
[24] Nishikawa, T., Edelstein, D., Du, X.L., Yamagishi, S., Matsu-
mura, T., Kaneda, Y., Yorek, M.A., Beebe, D., Oates, P.J., Ham-
mes, H.P., et al. (2000). Normalizing mithocondrial superoxide
production blocks three pathways of hyperglycaemic damage.
Nature 404, 787-790.
[25] Nishikawa, T., and Araki, E. (2007). Impact of mithocondrial
ROS production in the pathogenesis of diabetes mellitud and
its complications. Antiox Redox Signal 9, 343-353.
[26] Forbes, J.M., Coughlan, M.T., and Cooper, M.E., (2008). Oxi-
dative stress as a major culprit in kidney disease in diabetes.
Diabetes 57, 1446-1454.
[27] Brownlee, M. (2005). The pathobiology of diabetic complica-
tions : a unifyng mechanism. Diabetes 54, 1615-1625.
[28] Bugger, H., and Abel, E.D. (2010). Mithocondria in the
diabetic heart. Cardiovasc Res 88, 229-240.
[29] Philips, C.A, and Molitch, M.E. (2002). The relationship bet-
ween glucose control and the development and progression of
diabetic nephropathy. Curr Diab Rep 2, 523-529.
[30] Kartha, G.K., Moshal, K.S., Sen, U., Joshua, I.G., Tyagi,
N., Steed, M.M., and Tyagi, S.C. (2008). Renal mitochon-
drial damage and protein modification in type-2 diabetes. Acta
Diabetol 45, 75-81.
[31] Trudeau, K., Molina, A.J., Guo, W., and Roy, S. (2010). High
glucose disrupts mithocondrial morphology in retinal endothe-
lial cells : implications for diabetic retinopathy. Am J Pathol
177,447-455.
[32] Verkhratsky, A., and Fernyhough, P. (2008). Mithocon-
drial malfunction and Ca++ dyshomeostasis drive neuronal
pathology in diabetes. Cell Calcium 44,112-122.
[33] The Human Diabetes Proteome Project (HDPP): Fromnetwork
biology to targets for therapies and prevention. F. Topfa, D.
Schvartza, P. Gaudetc, F. Priego-Capoted, A. Zuffereya, N.
Turcka,P.-A. Binzb, P. Fontanaa, A. Wiederkehrh, F. Finamo-
rea, I. Xenariosb, D. Goodletti, M. Kussmannh, P. Bergstenm,
J.-C. Sanchez. Translational proteomics I (2013), 3-11
[34] The Identification of Potential Factors Associated with the
Development of Type 2 Diabetes. (2008) Hongfang Lu, Ying
BIBLIOGRAFIA 63
Yang, Emma M. Allister, Nadeeja Wijesekara, and Michael B.
Wheeler. Molecular e Cellular Proteomics 7.8,1434-1449.
[35] Chronic high glucose induced INS-1β cell mitochondrial dy-
sfunction: a comparative mitochondrial proteome with SILAC.
Xiulan Chen, Ziyou Cui, Shasha Wei, Junjie Hou, Zhensheng
Xie, Xue Peng, Jing Li, Tanxi Cai, Haiying Hang and Fuquan
Yang. Proteomics 2013,3030-3039.
[36] Protein synthesis and assembly in mitochondrial disor-
ders. Perez-Martinez, X., Funes, S., Camacho-Villasana, Y.,
Marjavaara, S., et al. Curr. Top. Med. Chem. 2008, 8,
1335-1350.
[37] Regulation of HAX-1 anti-apoptotic protein by Omi/HtrA2
protease during cell death. Clienti, L., Soundarapandian,
M.M., Kyriazis, G.A, Stratico, V.et al. J.Biol.Chem.2004 279,
50295-50301
[38] Mitochondria in the pathogenesis of diabetes : a proteomic
view. Chen, X., Wei, S., Yang, F. Protein Cell 2012, 3, 648-660.
[39] Mitochondria in health and disease : perspectives on a new
mithocondrial biology. Duchen, M.R. Mol. Aspects Med. 2004,
25, 365-451.
[40] Inherent calcineurin inhibitor FKBP38 targets Bcl-2 to mitho-
condria and inhibitis apoptosis. Shirane, M., Nakayama, K. I.
Nat. Cell Biol. 2003, 5, 28-37.
[41] Levine B, Kroemer G (2008) Autophagy in the pathogenesis of
disease. Cell 132: 27-42.
[42] Rhodes CJ (2005) Type 2 diabetes-a matter of beta-cell life and
death?. Science 307: 380-384.
[43] Prentki M, Nolan CJ (2006) Islet beta cell failure in type 2
diabetes. J Clin Invest 116: 1802-1812.
[44] Kaniuk NA, Kiraly M, Bates H, Vranic M, Volchuk A, et
al. (2007) Ubiquitinated-protein aggregates form in pancrea-
tic beta-cells during diabetesinduced oxidative stress and are
regulated by autophagy. Diabetes 56: 930-939.
[45] Li N, Frigerio F, Maechler P (2008) The sensitivity of pancrea-
tic beta-cells to mitochondrial injuries triggered by lipotoxicity
and oxidative stress. Biochem Soc Trans 36: 930-934.
[46] Hartley T, Brumell J, Volchuk A (2009) Emerging roles for
the ubiquitinproteasome system and autophagy in pancreatic
beta-cells.Am J Physiol Endocrinol Metab 296: E1-10.
BIBLIOGRAFIA 64
[47] Høyer-Hansen M, Jaattela M, (2007) Connecting endoplasmic
reticulum stress to autophagy by unfolded protein response
and calcium. Cell Death Differ 14: 1576-1582.
[48] Zimmet P, Alberti KG, Shaw J. 2001. Global and societal
implications of the diabetes epidemic. Nature 414:782-787.
[49] Ebato C, Uchida T, Arakawa M, Komatsu M, Ueno T, et al.
(2008) Autophagy is important in islet homeostasis and com-
pensatory increase of beta cell mass in response to high-fat diet.
Cell Metab 8: 325-332.
[50] Jung HS, Chung KW, Won Kim J, Kim J, Komatsu M, et al.
(2008) Loss of autophagy diminishes pancreatic beta cell mass
and function with resultant hyperglycemia. Cell Metab 8: 318-
324.
[51] Siegel EG, Gallwitz B, Scharf G, Mentlein R, Morys-
Wortmann C, Folsch UR, Schrezenmeir J, Drescher K, Sch-
midt WE. 1999. Biological activity of GLP-1- analogues with
N-terminal modifications. Regul Pept 79:93-102.
[52] Protective Action of Liraglutide in Beta Cells Under Lipotoxic
Stress Via PI3K/Akt/FoxO1 Pathway. Shiying Shao, Mingbo
Nie, Cai Chen, Xi Chen, Muxun Zhang, Gang Yuan, Xuefeng
Yu, and Yan Yang. Journal of Cellular Biochemistry 115:1166-
1175 (2014)
[53] Gu Y, Lindner J, Kumar A, Yuan W, Magnuson MA. 2011. Ric-
tor/mTORC2 is essential for maintaining a balance between
beta-cell proliferation and cell size. Diabetes 60:827-837.
[54] Hughes E, Huang C. 2011. Participation of Akt, menin, and
p21 in pregnancyinduced beta-cell proliferation. Endocrino-
logy 152:847-855. Gummesson A, Jernas M, Svensson PA,
Larsson I, Glad CA, Schele
[55] Wang Q, Li L, Xu E, Wong V, Rhodes C, Brubaker PL. 2004.
Glucagon-like peptide-1 regulates proliferation and apoptosis
via activation of protein kinase B in pancreatic INS-1 beta
cells. Diabetologia 47:478-487.
[56] Li L, El-Kholy W, Rhodes CJ, Brubaker PL. 2005. Glucagon-
like peptide-1 protects beta cells from cytokine-induced apop-
tosis and necrosis: role of protein kinase B. Diabetologia
48:1339-1349.
[57] Kitamura T, Ido Kitamura Y. 2007. Role of FoxO proteins in
pancreatic beta cells. Endocr J 54:507-515.
BIBLIOGRAFIA 65
[58] Choi SE, Lee SM, Lee YJ, Li LJ, Lee SJ, et al. (2008) Protective
role of autophagy in palmitate-induced INS-1 beta-cell death.
Endocrinology 150: 126-134
[59] Eizirik DL, Cardozo AK, Cnop M (2008)The role for endo-
plasmic reticulum stress in diabetes mellitus. Endocr Rev 29:
42-61.
[60] Cnop M, Ladriere L, Igoillo-Esteve M, Moura RF, Cunha DA
(2010) Causes and cures for endoplasmic reticulum stress in
lipotoxic b-cell dysfunction. Diabetes Obes Metab 12(Suppl 2):
76-82.
[61] Cunha DA, Hekerman P, Ladriere L, Bazarra-Castro A, Ortis
F, et al. (2008) Initiation and execution of lipotoxic ER stress
in pancreatic beta-cells. J Cell Sci 121: 2308-2318.
[62] Gwiazda KS, Yang TL, Lin Y, Johnson JD (2009) Effects of
palmitate on ER and cytosolic Ca++ homeostasis in beta-cells.
Am J Physiol Endocrinol Metab 296: E690-701.
[63] Kahn SE, Hull RL, Utzschneider KM. 2006.Mechanisms lin-
king obesity to insulin resistance and type 2 diabetes.. Nature
840-846
[64] JunB protects b-cells from lipotoxicity via the XBP1-AKT pa-
thway. DA.Cunha, EN. Gurzov, N. Naamane1, F. Ortis1, AK.
Cardozo1, M. Bugliani, P.Marchetti2 , DL Eizirik and M Cnop.
Cell Death and Differentiation (2014) 1-12.
[65] Anderson NG, Anderson NL.Twenty years of two-dimensional
electrophoresis: past, present and future. Electrophoresis
1996; 17: 443- 444.
[66] Wasinger VC, Cordwell SJ, Cerpa-Poljak A, Yan JX, Gooley
AA, Wilkins MR, Duncan MW, Harris R, Williams KL, and
Humphery- Smith I.Progress with gene-product mapping of
the Mollicutes: Mycoplasma genitalium. Electrophoresis 1995;
16:1090-1094.
[67] Wilkins MR, Sanchez JC, Gooley AA, Appel RD, Humphery-
Smith I, Hochstrasser DF, and Williams KL. Progress with
proteome projects: why all proteins expressed by a genome
should be identified and how to do it. Biotechnol. Genet. Eng.
Rev 1995; 13: 19-50
[68] Graves PR, Haystead TAJ.Molecoular biologist’s guide to
proteomics. Microbiol Mol Biol Rev 2002; 66: 39-46.
[69] Hoog CL, Mann M. Proteomics. Annu Rev Genomics Hum
Genet 2004; 5: 267-293.
BIBLIOGRAFIA 66
[70] Stults JT, Arnott D. Proteomics. Methods in enzymology 2005;
(402): 245-278.
[71] Godovac-Zimmermann J, Soskic V, Poznanovic S, Brianza F.
Functional proteomics of signal transduction by membrane
receptors. Electrophoresis 1999; 20 (4-5): 952-961.
[72] Imam-Sghiouar N, Laude-Lemaire I, Labas V, Pflieger D, Le
Caer JP, Caron M, Nabias DK, Joubert-Caron R.Subproteo-
mics analysis of phosphorylated proteins: application to the
study of B-lymphoblast from a patient with Scott syndrome.
Proteomics 2002; 2 (7): 828-838.
[73] Choudhary J, Grant SGN. Proteomics in postgenomic neuro-
science: the end of the beginning. Nature Neuroscience 2004;
5 (7): 440-445.
[74] Phizicky E, Bastiaens PI, Zhu H, Snyder M, Fields S.Protein
analysis on a proteomic scale. Nature 2003; 422: 208-215.
[75] Pandey A, Mann M. Proteomics to study genes and genomes.
Nature 2000; 405: 837-846.
[76] Herbert BR et al.What place for polyacrylamide in proteo-
mics?. Trends Biotechnol 2001; 19: S3-S9.
[77] Identification of Novel MAP Kinase Pathway Signaling Targe-
ts by Functional Proteomics and Mass Spectrometry. Timothy
S. Lewis, John B. Hunts, Lauren D. Aveline, Karen R. Jon-
scher, Donna F. Louie, Jennifer M. Yeh, Theresa S. Nahreini,
Katheryn A. Resing, Natalie G. Ahn. (2000). Molecular Cell 6,
1343-1354.
[78] Lodish H, Berk A, S. Lawerence Zipursky, Matsudaira P,
Baltimore D, Darnell J E.Biologia molecolare della cellula.
Zanichelli, seconda edizione 2002; 3: 97-106.
[79] Molloy M. P.Two-dimensional electrophoresis of membra-
ne protein using immobilized pH gradients. Analytical
Biochemistry (2000); 280 (1): 1-10.
[80] Sanchez JC, Rouge V, Pisteur M, Ravier F, Tonella L, Moo-
smayer M, Wilkins MR, Hochstrasser DF.Improved and sim-
plified in-gel sample application using reswelling of dry
immobilized pH gradients. Electrophoresis 1997; 18: 324-327.
[81] An introduction to practical biotechnology by S. Harisha,
Laxmi Publications, 2006.
[82] Modern Experimental Biochemistry,third edition . Robert
Boyer, 2007, Dorling Kindersley (India) Pvt. Ltd.
BIBLIOGRAFIA 67
[83] Pancreas transplantation : a treatment option for people with
diabetes. S.Mittal and S.C.L Gough. Diabetic medicine, 2013.
[84] Palmitate Activates Autophagy in INS-1E β-Cells and in Isola-
ted Rat and Human Pancreatic Islets. Luisa Martino, Matilde
Masini, Michela Novelli, Pascale Beffy, Marco Bugliani, Lorel-
la Marselli, Pellegrino Masiello, Piero Marchetti, Vincenzo De
Tata. Plose one May 2012 / Volume 7 / Issue 5 / e36188
[85] Asfari, M.,Janjic, D., Meda, P. et al. (1992). Establishment of
2-mercaptoethanol-dependent differentiated insulin-secreting
cell lines. Endocrinology 130, 167-178.
[86] Janjic D, Maechler P,Sekine N, Bartley C, Annen AS, Wolheim
CB 1999 Free radical modulation of insulin relase in INS-1
cells exposed to alloxan. Biochem Pharmacol 57 : 639-648
[87] Merglen, A., Theander, S., Rubi, B. et al. (2004). Glucose sensi-
tivity and metabolism-secretion coupling studied during two-
year continuos culture in INS-1E insulinoma cells. Endocrino
145 (2), 667-678.
[88] Dieter Rondas, Marco Bugliani, Wannes D’Hertog, Kasper
Lage, Mathilde Masini, Etienne Waelkens, Piero Marchetti,
Chantal Mathieu, and Lut Overbergh. Glucagon-like peptide-
1 protects Human Islets aganist Cytokine-Mediated β-cell dy-
sfunction and death : a proteomic study of the pathways
involved. Journal of proteome 2013, 12 4193-4206
[89] Kristin D.Jeffrey, Emilyn U.Alejandro, Dan S.Luciani, Tatya-
na B.Kalynyak, Xiaoke Hu, Hong Li, Yalin Lin, R.Reid To-
wnsend, Kenneth S.Polonsky, and James D.Johnson. Carboxy-
peptidase E mediates palmitate-induced β-cell ER stress and
apoptosis. PNAS, june 17, 2008 vol 105, n°24.
